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CPRG Rojo de clorofenol-b-Dgalacto-piranoside
COX2 Ciclooxigenasa 2 (Cyclooxigenase 2) 
CsA Ciclosporina A (Cyclosporin A)
CypA	 Ciclofilina	A	(Cyclophilin A)
CT Colesterol Total









ECL Quimioluminiscencia aumentada (Enhanced	
Chemiluminescence)





FBS Suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum)
FKBP Proteína de unión a FK506 (FK506 Binding protein) 
FK506 Tacrolimus
GCSF  Factor estimulador de colonias de granulocitos 
(Granulocyte-Colony Stimulation Factor)
GFP		 Proteína	verde	fluorescente	(Green Fluorescent Protein)
GMCSF Factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos 
(Granulocyte-Macrophage Colony Stimulation Factor)
GSK3 Quinasa de la sintasa de glicógeno 3 (Glycogen Synthase 
Kinase 3)
HDL Lipoproteína de alto peso molecular (High Density 
Lipoprotein)
HEK 293 Células embrionarias humanas de riñón (Human 
Embryonic	Kidney)   
HE Hematoxilina	&	Eosina
HEPES Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfónico




iNos Sintasa inducible de óxido nítrico (Inducible Nitric Oxide 
Synthase)
IL Interleuquina 
IP3 Inositol 1, 4, 5 trifosfato
Io Ionóforo de calcio




JAK Receptor Janus quinasa (Janus Kinase)
KDa Kilodalton
KO Knock out
LDL Lipoproteínas de bajo peso molecular (Low Density 
Lipoprotein)
LDLac Lipoproteínas de bajo peso molecular acetiladas
LDLox Lipoproteínas de bajo peso molecular oxidadas
LPS Lipopolisacárido (Lipopolysaccharide)
MAPK  Proteína quinasa activadora de mitógeno (Mitogen-activated 
protein kinase)
MCP-1 Proteína quimio-atrayente de monocitos (Monocyte 
chemoattractant protein-1)
MCIP1 Proteína de interacción con Calcineurina 1 (Calcineurin 
Interacting Protein 1)
MMLV-RT Transcriptasa reversa del virus de la leucemia (Murina Moloney 
Murine leukemia virus reverse Transcriptase)
Mrc1 Receptor de manosa 1 (Mannose Receptor 1)
M1	 Macrófagos	pro-inflamatorios
M2	 Macrófagos	anti-inflamatorios
n Número  de experimentos realizados
NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato
NBT/BCIP Nitroblue tetrazolium cloridrico/5 bromo-4 cloro 3 
indolilfosfato
NFAT Factor nuclear activador de células T (Nuclear Factor of 
Activated T cells)
NFκB	 Factor	nuclear	κB	(Nuclear	Factor	κB)
NHR Región de homología de NFAT (NFAT Homology Region)




OCT Compuesto de temperatura óptima para el corte (Optimal 
Cutting Temperatura compound)   
PBS Buffer fosfato salino (Phospate Buffered Saline)
PCR Reacción de polimerasa en cadena (Polimerase chain reaction)
PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas (Platelet-
derived growth factor)
PFA Paraformaldheido
PyK2 Proteínas intracelulares tirosin quinasa familia Fak 




PMA Miristato acetate de formol (Formol myristate acetate) 
PMSF Fluorurofenilmetano sulfonil (Phenylmethanesulfonyl	fluoride)
PSF Polypyrimidine tract-binding protein-associated splicing factor
qPCR PCR cuantitativa
Rcan1 Regulador de actividad Calcineurina 1 (Regulator of 
Calcineurin 1)
Rcan1-/- Ratones	deficientes	en	Rcan1
Rcan1-1 Rcan1 isoforma 1-1
Rcan1-4 Rcan1 isoforma 1-4
Rcn1 Regulador de calcineurina 1 en levaduras.
ROS	 Especies	reactivas	de	oxígeno
SDS Dodecil sulfato de sodio (Sodium dodecyl sulfate)
SEM Error	estándar	de	la	media	(Standard	Error	of	the	Mean)
SFFV Spleen focus forming virus
SMA Actina de musculo liso (Smooth muscle actin)
SRA  Sistema Renina Angiotensina
SR-A Scavenger receptor A
Src Proteinas intracelulares tirosin quinasa familia Src
SRY Región determinante del sexoY (Sex-Determining región Y)
STAT Traductor de señales y activador de la transcripción (Signal
Transducer and Activator of Transcription)
TE Tris	EDTA
TBS-T Buffer Tris Salino con Tween (Tween-containing Tris-Buffered 
Saline)
TGFβ Factor de crecimiento transformante b (Transforming 
Growth Factor b)
TGA Triglicéridos
VEGF Factor de crecimiento de endotelio vascular (Vascular 
Endothelial	Growth	Factor)
VG Van Gienson






El remodelado de la pared vascular es un distintivo común que se observa en patologías 
y procesos como  hipertensión, restenosis, aterosclerosis y aneurismas. Este remodelado 
que implica cambios en la masa de células de la capa media y afecta al tamaño del 
lumen del vaso, se caracteriza por la proliferación y migración de células de músculo liso 
vascular (CMLVs), la acumulación de elementos de matriz extracelular, y la presencia de 
células inflamatorias. Aunque la angiotensina II (AngII) desempeña un papel central en el 
remodelado vascular, en procesos como la formación de aneurismas y de neoíntima, aún 
se conoce poco de los mecanismos implicados en su participación. La identificación de 
moléculas efectoras de AngII implicadas en estos procesos podría ayudar al desarrollo de 
terapias que mejorasen el tratamiento de estas enfermedades. En este trabajo mostramos 
que AngII induce la migración de CMLVs y el desarrollo de aneurisma abdominal aórtico 
(AAA) y restenosis y que estos efectos son bloqueados por el tratamiento farmacológico 
con inhibidores de calcineurina (CN) o por la administración de péptidos inhibidores de CN 
mediante partículas lentivirales. El análisis transcriptómico de genoma completo en CMLVs 
reveló que >1500 genes son regulados por AngII, y que solo 11 de ellos requieren de 
la activación de CN para su regulación. De todos estos genes, el denominado regulador 
de CN 1 (Rcan1) es el gen activado por AngII más dependiente de CN. Rcan1 se induce 
tanto in vitro como in vivo por AngII, y es necesario para la migración inducida por AngII 
en las CMLVs. Observamos que los ratones Rcan1-/- son resistentes al desarrollo de AAA 
inducidos por infusión de AngII, y a la formación de neoíntima producida por daño femoral. 
También mostramos la inducción de la expresión de RCAN1 en lesiones ateroscleróticas 
humanas y de ratón, y que se induce en CMLVs, macrófagos y células endoteliales por su 
tratamiento con lipoproteínas de baja densidad oxidadas (LDLox). Mostramos que los ratones 
Rcan1-/- presentan menos área de lesión y ateromas en estadios menos avanzados. 
Describimos que Rcan1 regula en macrófagos la expresión de CD36, la captación de 
LDLox, la migración, y sus características inflamatorias. Nuestros resultados indican que 
aunque Rcan1 está implicado en el desarrollo de aneurismas, su expresión en células 
hematopoyéticas no es esencial para este proceso. También, mostramos, sin embargo, 
que el trasplante de médula ósea Rcan1-/- en ratones Rcan1+/+ confiere resistencia al 
desarrollo de placas de ateroma, definiendo así una función esencial de Rcan1 en células 
hematopoyéticas en esta patología. Todos estos resultados aportan una nueva visión de 
Rcan1 como diana terapéutica en enfermedades de remodelado vascular como los AAA, 






Artery wall remodeling, a major feature of diseases such as hypertension, restenosis, 
atherosclerosis, and aneurysm, involves cellular processes including altered vascular 
smooth muscle cell (VSMCs) growth, migration and differentiation, increased extracellular 
matrix deposition and inflammation. Pathological vessel remodeling triggers changes in 
the tunica media mass that reduce or increase the vessel lumen. Angiotensin II (AngII) 
is a key effector of aortic wall remodeling that contributes to aneurysm formation and 
restenosis through incompletely defined signaling pathways. The identification of molecules 
involved in vessel remodeling could aid the development of improved treatments for 
these pathologies. Here we have showed that AngII induces VSMC migration and vessel 
remodeling in mouse models of restenosis and aneurysm. These effects were prevented 
by pharmacological inhibition of calcineurin (CN) or lentiviral delivery of CN-inhibitory 
peptides. Whole-genome analysis revealed >1,500 AngII-regulated genes in VSMCs, with 
just 11 of them requiring CN activation. Of these, the most sensitive to CN activation was 
regulator of CN 1 (Rcan1). Rcan1 was strongly activated by AngII in vitro and in vivo and 
was required for AngII-induced VSMC migration. Remarkably, Rcan1-/- mice were resistant 
to AngII-induced aneurysm and neoíntima formation after femoral injury. Atherosclerosis, 
a complex inflammatory disease, also involves extensive vascular vessel remodeling and 
migration of vascular cells. We also show that RCAN1 is induced, in human and mouse 
atheroma lesion. Indeed Rcan1 is induced in lesional macrophages, endothelial cells and 
VSMCs by treatment of these cells with oxidized LDLs (oxLDLs). Rcan1 genetic inactivation 
diminished atherosclerosis lesion severity and extension in Apoe-/- mice. We show that 
this effect was mechanistically linked to CD36 downregulation, diminished oxLDL uptake 
resistance to oxLDL-mediated inhibition of macrophage migration and to induction of anti-
inflammatory properties in macrophages. By using bone marrow transplantation, we show 
that Rcan1 expression is not required in hematopoietic cells for aneurysm development. 
In contrast, our data indicate that transplantation of Apoe-/-Rcan1-/- bone marrow cells into 
Apoe-/- recipients confers atherosclerosis resistance, thus defining a major role for Rcan1 
in hematopoietic cells in atherosclerosis progression. Together, our findings provide a new 
vision of Rcan1 as an essential target in pathological vessel remodeling, and support that 
therapies aimed at inhibiting RCAN1 expression or function might significantly reduce 






1. El sistema cardiovascular
El sistema cardiovascular es el primero de los sistemas funcionales en desarrollarse 
durante la embriogénesis de vertebrados, lo cual remarca su papel como principal 
encargado del mantenimiento de la homeostasis corporal. El sistema cardiovascular está 
compuesto por el corazón y por una red de vasos sanguíneos (arterias, venas y capilares) 
que conforman una estructura ramificada y organizada que permite el aporte de nutrientes 
y oxígeno a todas las partes del organismo.
1.1. Estructura de las arterias 
Las arterias se encargan del transporte de la sangre oxigenada desde el corazón al resto 
del cuerpo, exceptuando el caso de la arteria pulmonar que lo haría de forma inversa. Estos 
vasos son imprescindibles para el mantenimiento fisiológico del tono vascular, ya que regulan 
los cambios de presión y flujo sanguíneo gracias a la naturaleza elástica y contráctil de sus 
paredes. La pared arterial consta de tres capas concéntricas independientes, y muy bien 
definidas: íntima, media y adventicia. Estas capas componen una estructura organizada que 
garantiza la integridad y funcionalidad de los vasos (Libby et al., 2011) (Fig. 1). 
La capa íntima o interna, es la más cercana al lumen del vaso y está constituida por 
una monocapa de células endoteliales interconectadas y adheridas a una lámina basal. 
Esta capa, además de actuar como barrera de protección ante agentes externos, hace de 
nexo de comunicación para la transmisión de señales o estímulos procedentes del torrente 
sanguíneo a la pared del vaso.
De forma concéntrica a la capa íntima nos encontramos con la capa media, delimitada 
por una lámina elástica interna y otra externa, entre las cuales se encuentran dispuestas 
de forma circular al vaso las células de músculo liso vascular (CMLVs). El calibre de 
la arteria depende del número de hileras de CMLVs residentes que formen esta capa 
media. Las CMLVs además tienen como función imprescindible el mantenimiento de la 
integridad y del tono vascular gracias a su naturaleza contráctil. 
Por último, tenemos la capa externa o adventicia, formada por una red de tejido 
conjuntivo compuesto principalmente por fibroblastos y colágeno y en la que encontramos 
inmersos nervios y poblaciones de leucocitos residentes.
1.1.1. Aorta
La aorta es la principal arteria del organismo, encargada de transportar y distribuir la 
sangre oxigenada a todas las arterias. Es una arteria de naturaleza elástica y extensible, 
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que durante la sístole, fase en la que el corazón inyecta sangre, se expande manteniendo 
la presión sanguínea, y durante la fase de diástole se contrae. En condiciones fisiológicas 
su diámetro oscila en torno a 1 mm en ratones y 2.5 cm en humanos, pudiendo alcanzar 
los valores de 2 mm y 5 cm, respectivamente, en algún tramo específico en condiciones 
patológicas. La aorta tiene varias partes diferenciadas a lo largo de su recorrido (Baliga et 
al., 2014) (Fig. 2):
• Aorta ascendente: es el primer recorrido de la arteria y abarca el tramo comprendido 
entre la base del ventrículo izquierdo y el inicio del cayado aórtico. En su origen en 
el interior del ventrículo, la arteria presenta una convexidad que da lugar a las 
denominadas válvulas aórticas, encargadas de controlar la unidireccionalidad de la 
sangre. 
• Cayado aórtico: Su porción central en forma de u invertida da origen a 3 ramificaciones 
muy importantes correspondientes al tronco braquiocefálico, y a las arterias carótida 
y subclavia.
• Aorta descendente: se denomina así a la región que va desde el cayado aórtico 
hasta las arterias iliacas. La aorta descendente a su vez se divide en:
- Aorta Torácica: tramo de la aorta descendente que se encuentra sobre el diafragma 
y que se extiende desde el cayado aórtico.
- Aorta Abdominal: porción que va desde el diafragma a la ramificación de las 
arterias ilíacas.
Figura 1. Estructura arterial. Esquema de 
la organización en capas de la pared arterial. 
En ella encontramos tres capas definidas 
(las líneas negras marcan los límites de cada 
capa): la capa íntima, formada por una línea de 
células endoteliales; la capa media, formada 
por CMLVs dispuestas sobre fibras elásticas; 
y la capa adventicia, donde encontramos 




Figura 2. Anatomía de la aorta. Esquema que muestra las diferentes regiones a lo largo del 
recorrido de la arteria aorta: el cuadrado muestra un aumento de la zona de aorta ascendente donde 
se encuentran las válvulas aórticas.
1.2. Homeostasis del sistema cardiovascular
El correcto funcionamiento del sistema cardiovascular depende de una compleja red 
de interacciones a nivel mecánico y a nivel celular: entre las propias células de la pared 
vascular (endotelio y músculo liso) y los componentes celulares/bioquímicos del torrente 
circulatorio.
En el organismo, la sangre circula debido al efecto generado por el trabajo cardiaco, 
combinado con las propiedades mecánico-elásticas de los vasos sanguíneos. De esta 
manera, la sangre discurre alrededor del circuito cardiovascular ejerciendo en la pared de 
los vasos una fuerza denominada presión sanguínea, que se registra de manera desigual 
en las diferentes localizaciones del árbol vascular. El organismo registra y controla este 
parámetro de presión sanguínea en cada instante a través de detectores de presión 
(barorreceptores). 
En condiciones fisiológicas, la pared vascular está expuesta a cambios hemodinámicos 
continuos debidos a variaciones de presiones en el lumen del vaso (Heeneman et al., 
2007). En esas condiciones, las CMLVs que conforman la capa media se encuentran 
quiescentes, con un fenotipo contráctil. Estas células son capaces de relajarse o 
contraerse en función de las necesidades, manteniendo el tono vascular por dilatación 
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o constricción del vaso (Schaper and Ito, 1996; Wolf et al., 1998). Sin embargo, 
en condiciones de daño o reparación fisiológica de tejidos se induce un cambio de 
fenotipo de las CMLVs, que pasan de tener un fenotipo contráctil a adoptar un fenotipo 
migratorio y proliferativo. En esta respuesta participan otros tipos celulares, e implica 
la integración de un gran número de estímulos, incluyendo el factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), 
o angiotensina II (AngII) (Louis and Zahradka, 2010). Estos cambios fenotípicos 
pueden ser reversibles, por lo que posteriormente a la reparación, las CMLVs son 
capaces de retomar su fenotipo contráctil. Si por el contrario no lo hacen, debido a 
un mantenimiento de las señales proliferativas, se desencadenan los fenómenos de 
remodelado vascular y la aparición de lesiones en la capa íntima (Ridley et al., 2003; 
Schaper and Ito, 1996; Wolf et al., 1998).
1.2.1. Sistemas de regulación de la presión arterial: sistema renina-angiotensina.
La regulación endógena de la presión arterial tiene como objetivo el mantenimiento 
de la homeostasis vascular, y por ello ha sido durante mucho tiempo un importante 
campo de estudio. Se han descrito varios sistemas implicados en esta regulación, pero 
sin duda uno de los más importantes es la regulación llevada a cabo por el sistema 
renina-angiotensina (SRA).
El SRA es el principal regulador de la función renal y cardiovascular, ya que presenta 
un papel clave en la homeostasis de la presión arterial y en el balance de electrolitos 
(Ferrario and Strawn, 2006). Este sistema se activa cuando hay pérdida de volumen 
sanguíneo, caída de la presión sanguínea y, en especial, cuando hay aumento de la 
osmolaridad del plasma. Comienza con la activación de los barorreceptores situados 
en determinados órganos y también en diferentes zonas arteriales, que detectan una 
disminución de la presión arterial. Esto provoca una activación del sistema nervioso 
simpático que desencadena una vasoconstricción sistémica y la liberación de renina 
por parte del riñón. La renina es una proteasa capaz de procesar el Angiotensinógeno 
(molécula precursora de la ruta) y formar así el decapéptido Angiotensina I. Este 
péptido, a su paso por los pulmones, es a su vez cortado por la enzima convertidora 
de angiotensina (ECA), que lo transforma en el péptido activo de la ruta, que es la 
angiotensina II (AngII) (Danilczyk and Penninger, 2006) (Fig. 3).
La AngII es el péptido efector del SRA, lo que la convierte en uno de los factores 
más importantes, tanto en los procesos fisiológicos de mantenimiento de la presión 
arterial, como en procesos patológicos de remodelado vascular (Berk, 2001). AngII, 
Introducción
21
en condiciones fisiológicas, puede alterar el tono vascular, produciendo un aumento 
de la presión sanguínea, así como provocando retención de sodio y agua en los 
túbulos renales (Qin, 2008). Pero, además de ser un potente vasoconstrictor, a 
nivel celular AngII contribuye en condiciones patológicas a la disfunción de CMLVs. 
Es capaz de regular el crecimiento celular (proliferación/hipertrofia y apoptosis), 
la fibrosis, y puede desencadenar un remodelado estructural en respuesta a un 
daño (Touyz, 2005). Asimismo, AngII estimula la migración de CMLVs, proceso 
muy importante para el remodelado vascular (Greene et al., 2001). Además, en los 
últimos años, nuevos estudios apuntan a la naturaleza de AngII como una auténtica 
citoquina, con importante papel en la respuesta inflamatoria (Ruiz-Ortega et al., 
2001). La mayoría de estos estudios describen el comportamiento pro-inflamatorio 
de AngII en enfermedades vasculares, destacando su participación en la regulación 
del desarrollo de aneurismas y de la formación de neoíntima en modelos animales 
y en humanos (Daugherty et al., 2000; Heeneman et al., 2007; Weintraub, 2009). 
Asimismo, cabe remarcar que las acciones de AngII sobre CMLVs parecen estar 
determinadas por el tiempo de exposición; de esta forma, mientras que la exposición 
puntual a AngII es necesaria para la fisiología normal del tejido y para los procesos 
de reparación, la exposición crónica induce un fenotipo migratorio y proliferativo 
de estas células, así como secreción de componentes de matriz extracelular, ambos 
procesos implicados en el desarrollo y mantenimiento de patologías de formación de 
neoíntima (Louis and Zahradka, 2010) (Fig. 4).
Figura 3. Resumen del sistema renina-angiotensina. En respuesta al aumento de la 
osmolaridad del plasma, la disminución de la presión arterial o la pérdida de volumen sanguíneo, 
se desencadenada la liberación de renina por parte de los riñones. La renina procesa el Angiotensinógeno a 
Angiotensina I. Posteriormente Angiotensina I es convertida en AngII por la ECA. 
Introducción
22
Figura 4. Procesos y rutas de señalización intracelular estimulados por AngII  en CMLVs (A) 
Respuestas celulares y mecanismos moleculares activados por AngII vía receptores AT1 y AT2 en CMLVs. (B) 
Rutas de señalización mediadas por AngII a través del receptor AT1 en CMLVs.
AngII actúa a través de dos subtipos de receptores acoplados a proteínas G que han sido 
bien caracterizados: receptor de angiotensina tipo I y tipo II (AT1R, AT2R) (Hunyady and 
Catt, 2006; Porrello et al., 2009). En células humanas encontramos un único receptor AT1, 
mientras que en rata y ratón el receptor AT1 presenta dos isoformas AT1a y AT1b (Burson 
et al., 1994). El receptor AT1a, es el homólogo murino más parecido al receptor AT1 de 
humanos, el mejor caracterizado y el que media la mayoría de las acciones descritas de 
AngII en el sistema vascular (Benigni et al., 2010). Este receptor se expresa principalmente 
en los órganos implicados en la regulación de la presión sanguínea como son: el corazón 
(expresándose en cardiomiocitos y fibroblastos), los vasos sanguíneos (CMLVs), el riñón, 
la glándula adrenal, el pulmón y el cerebro (Allen et al., 2000; de Gasparo et al., 2000). 
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El receptor AT2 se expresa a niveles altos durante el desarrollo embrionario y disminuye 
en tejido adulto (Nahmias and Strosberg, 1995), localizándose en útero, riñón, pulmón y 
corazón (Matsubara, 1998). Su expresión puede regularse en condiciones patológicas de 
remodelado vascular y cardiaco y en condiciones de inflamación (Touyz, 2005). Ambos 
receptores, AT1 y AT2, juegan papeles esenciales en la regulación vascular, pero mediante 
acciones opuestas tanto en el sistema vascular como en el sistema renal (Schulman and 
Raij, 2008). Mientras que el receptor AT1a participa en el incremento de la presión sanguínea 
(vasoconstricción) (Ito et al., 1995), promueve el crecimiento celular (hipertrófia) (Geisterfer 
et al., 1988), la fibrosis (Touyz, 2005), y la producción de citoquinas pro-inflamatorias (Ji et 
al., 2009), el receptor AT2 induce vasodilatación en arterias de resistencia y de conductancia 
y disminuye la inflamación, la fibrosis y el crecimiento celular (Benigni et al., 2010) (Fig. 4A). 
De esta forma, por unión al receptor AT1, la AngII induce la activación de diferentes vías 
de señalización en CMLVs, desencadenando una respuesta multifactorial y compleja. Entre las 
diferentes rutas de señalización celular se encuentran: la cascada de señalización mediada por 
fosfolipasa C (PLC)/inositol 1,4,5 trifosfato (IP3)/1-2 diacilglicerol (DAG), que regula la movilización 
de calcio intracelular (Alexander et al., 1985); la proteína quinasa activadora de mitógeno MAPK 
(Touyz and Schiffrin, 2000); las proteínas intracelulares tirosin quinasas Pyk2, Src y JAK/STAT 
(Marrero et al., 1995); o la vía de RhoA/Rho quinasa (Yamakawa et al., 2000). Además, AngII 
puede mediar otras acciones celulares a través de la activación de la NAD(P)H oxidasa que induce 
la formación de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales tienen un papel fundamental en 
la regulación de la respuesta inflamatoria (Taniyama and Griendling, 2003) (Fig. 4B).
2. Remodelado vascular
Aunque los sistemas de regulación endógena de la homeostasis vascular están 
fisiológicamente muy controlados, el sistema es tan complejo que cualquier alteración o 
estímulo extraño podría suponer la pérdida del equilibrio y desencadenar una enfermedad 
cardiovascular. Las enfermedades cardiovasculares son la mayor causa de mortalidad en 
muchos países, suponiendo alrededor de 16,7 millones de muertes al año (Dahlof, 2010; 
Lloyd-Jones, 2010). En la mayoría de estas enfermedades, entre las cuales podríamos incluir 
la hipertensión, la restenosis o formación de neoíntima, la aterosclerosis y el desarrollo de 
aneurismas abdominales aórticos, el remodelado vascular es la característica estructural 
fundamental común (Pasterkamp et al., 2000; Pasterkamp et al., 2004; Ward et al., 
2000). Aunque, el remodelado vascular se puede producir de forma fisiológica durante el 
crecimiento del organismo, la práctica de ejercicio o el embarazo, se entiende básicamente 
como un proceso pato-fisiológico complejo y reconocido en la mayoría de las patologías 
vasculares (Touyz, 2005). Este remodelado vascular ocurre en respuesta a determinados 
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estímulos, entre los que se incluyen cambios incontrolados de presión arterial, procesos 
de respuesta inflamatoria, alteraciones de la composición de la matriz, aumento de lípidos 
en sangre o daño mecánico de los vasos. Estos estímulos desencadenan una serie de 
cambios en la estructura y funcionalidad de la pared (Berk, 2001), caracterizados por 
alteraciones en el tamaño del lumen y en la capa media vascular (Heeneman et al., 2007). 
2.1. Tipos de remodelado: Clasificación
El remodelado vascular ha sido clasificado en varias categorías en función de las alteraciones 
en el tamaño del lumen y en la capa media (Mulvany, 1998). Así el remodelado puede ser:
• Interno (inward): si se produce una disminución en el diámetro del lumen.
• Externo (outward): cuando hay un aumento del diámetro del lumen. 
Además, este remodelado puede ir acompañado, a su vez, de un incremento o de una 
reducción de la masa de células de la capa media, sub-clasificándose así en remodelado 
Hipertrófico o Hipotrófico, respectivamente (Mulvany, 1998) (Fig. 5A). En la mayoría de 
los casos, el aumento en el número de células de la capa media está asociado a migración 
y proliferación de CMLVs residentes (Berk, 2001), que migrarían en respuesta a estímulos 
quimio atrayentes específicos liberados por monocitos/macrófagos, plaquetas, células 
endoteliales u otras CMLVs del vaso dañado (Goetze et al., 1999). En estos remodelados 
también se observa infiltración de células inmunes y acumulación de componentes de 
matriz extracelular, entre los procesos más destacados.
2.2. Patologías de remodelado vascular
2.2.1. Formación de neoíntima (o hiperplasia de la íntima)
El engrosamiento de la neoíntima (estenosis) es un término que se ha utilizado para 
denotar el estrechamiento del vaso debido a un remodelado vascular hacia el interior 
(inward), por aumento de la masa de células de la capa media (hipertrófico) (Heeneman 
et al., 2007). Cuando se produce un engrosamiento de la neoíntima, comúnmente en 
isquemias en corazón y obstrucciones arteriales periféricas, se suele realizar en humanos 
una angioplastia (Mintz et al., 1996). Sin embargo, posterior a esta intervención puede 
producirse una recurrencia de la estenosis a la que se le denomina restenosis (Fig. 5B). 
Dos importantes procesos celulares están implicados en el desarrollo de esta hiperplasia 
que desencadenan el estrechamiento del lumen; uno de ellos es la producción masiva de 




Figura 5. Tipos de remodelado vascular. (A) Diagrama que muestra las características de los diferentes 
tipos de remodelado de la pared vascular y su efecto sobre la masa de células de la capa media y el lumen 
arterial. (B) Diagrama del tipo de remodelado que sufre la pared del vaso durante los procesos patológicos de 
formación de neoíntima (restenosis), aneurisma abdominal aórtico (AAA) y aterosclerosis.
2.2.2. Aneurismas abdominales aórticos (AAA)
Al contrario de lo que ocurre en la restenosis, el remodelado que se observa en la 
pared de la arteria durante el desarrollo de aneurismas es un remodelado hipertrófico 
hacia el exterior del vaso (outward), tanto a nivel de dimensiones del vaso como a nivel 
de estructura (Heeneman et al., 2007). De esta forma, se produce una dilatación de 
la aorta que puede llegar a superar varias veces el diámetro normal (Daugherty et al., 
2000; Johnston et al., 1991). Los aneurismas abdominales en humanos se desarrollan 
principalmente en la zona infrarrenal de la aorta abdominal cerca de las arterias ilíacas (Guo 
et al., 2006). Sin embargo, la porción abdominal más susceptible de sufrir la enfermedad 
en ratones es la suprarrenal (Daugherty and Cassis, 2004). En la enfermedad humana, 
el tabaco, la hipertensión, el sexo, la edad, las lesiones ateroscleróticas avanzadas o la 
predisposición genética (como es el caso de los pacientes con síndrome de Marfan) son 
factores de riesgo para el desarrollo de AAA (Forte et al., 2010). La pato-fisiología del AAA 
puede ser dividida en dos eventos que se encuentran íntimamente ligados: la degradación 
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de la matriz extracelular y la inflamación (Daugherty and Cassis, 2004). Histológicamente, 
la degradación de la matriz extracelular se caracteriza por la desorganización y ruptura de 
las elásticas de la capa media de la pared y un engrosamiento de ésta por acumulación 
de depósitos de colágeno (Hellenthal et al., 2009). Esta desorganización de la estructura 
elástica está asociada a migración y proliferación de CMLVs (Patel et al., 1996). Por otra 
parte, los procesos de inflamación se caracterizan por entrada de células inflamatorias a 
la pared de la arteria, como es el caso de los macrófagos, que además secretan factores 
inflamatorios activadores de células endoteliales, CMLVs o fibroblastos (Shimizu et al., 
2005). La progresión de la enfermedad conlleva la continua expansión de la pared arterial 
por degradación de la elastina, deposición masiva de colágeno y neovascularización. Todo 
esto causa desestabilización de la pared y ruptura, provocando la formación de un trombo. 
2.2.3. Aterosclerosis
La aterosclerosis es la mayor causa de infarto de miocardio, ictus o enfermedad arterial 
periférica, y se considera la mayor causa de muerte en países desarrollados (Hansson and 
Libby, 2006). Esta enfermedad se caracteriza por un aumento de colesterol en sangre o 
hipercolesterolemia que desencadena que las lipoproteínas de baja densidad (LDLs) presentes 
en el torrente sanguíneo se acumulen en la capa íntima de las arterias. Durante mucho tiempo 
se ha creído que la aterosclerosis era meramente la acumulación de colesterol en las paredes 
de los vasos. Sin embargo, actualmente se sabe que es una enfermedad más compleja y es 
considerada como una enfermedad inflamatoria crónica (Hansson and Hermansson, 2011). 
Cuando las partículas de LDLs se acumulan en la pared arterial, pueden sufrir modificaciones por 
oxidación y transformarse en lipoproteínas de baja densidad oxidadas (LDLox). La modificación de 
estas moléculas desencadena la activación del endotelio vascular, que favorece la extravasación 
de monocitos a la capa íntima de la pared del vaso (Mestas and Ley, 2008). Estos monocitos se 
diferencian a macrófagos en la zona de inflamación y fagocitan las partículas de LDLox del medio 
transformándose en células espumosas (Hansson and Hermansson, 2011). Estudios recientes han 
mostrado una nueva visión en relación con la cinética de acumulación de macrófagos en placas de 
ateroma, demostrando que aunque el reclutamiento de monocitos circulantes es esencial para el 
desarrollo del ateroma, la proliferación de macrófagos residentes en la arteria contribuye en gran 
medida a la progresión de la lesión (Robbins et al., 2013). Además, se ha descrito que la población 
de macrófagos existente en las placas de aterosclerosis es relativamente heterogénea. Al menos 
dos fenotipos diferentes de macrófagos han sido descritos en aterosclerosis: pro-inflamatorios 
(o de fenotipo correspondiente a los activados por la vía clásica M1) y anti-inflamatorios o 
implicados en la resolución y reparación (de fenotipo correspondiente a los activados por la vía 
alternativa M2) (Gordon and Taylor, 2005). Los macrófagos M2, a diferencia de los M1, producen 
bajos niveles de citoquinas pro-inflamatorias y altos niveles de arginasa1 (Arg1), receptor de 
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manosa (Mrc1o CD206) e IL-10. Además, tienen alta capacidad fagocítica y menor capacidad 
de presentar antígeno que los macrófagos M1 (Gordon and Taylor, 2005). Estudios adicionales 
han demostrado la existencia de otros fenotipos de macrófagos en placas de ateroma, que no 
encajarían completamente ni dentro de la población de macrófagos activados por la vía clásica ni 
en los activados por la vía alternativa (Bouhlel et al., 2007; Khallou-Laschet et al., 2010; Mosser 
and Edwards, 2008).
A diferencia de lo que ocurre en otras patologías inflamatorias, en las que los macrófagos 
tienen la capacidad de abandonar la zona de inflamación después de fagocitar las partículas 
de desecho, en el caso de la aterosclerosis, las células espumosas cargadas con partículas 
de LDLox tienen un fenotipo más sésil y quedan retenidas en la lesión (Angeli et al., 2004; 
Randolph, 2008). La retención de células espumosas cargadas con LDLox causa expansión 
de la placa, además de aumento de la producción de citoquinas inflamatorias como IL-1ß, 
IL-6, IL-8, MCP-1, GMCSF (factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos) 
o GCSF (factor estimulador de colonia de granulocitos), que entre otras consecuencias 
causan reclutamiento de más leucocitos y migración de CMLVs (Montezano et al., 2014). La 
progresión de la lesión continúa con la acumulación de lípidos extracelulares y de cristales 
de colesterol y la inducción masiva de apoptosis de las células inmunes y de músculo liso 
acumuladas en la zona central de la lesión, formando lo que se denomina el núcleo necrótico 
o núcleo lipídico (Hansson and Hermansson, 2011). Según progresa la lesión, el tamaño del 
núcleo necrótico aumenta, se desestabiliza la cápsula fibrosa que recubría la placa y acaba 
rompiéndose y dando lugar a la formación del trombo, que podría obstruir la circulación de 
la sangre. Según la zona afectada por la falta de riego se podrían desencadenar la angina 
de pecho, el infarto de miocardio e incluso la muerte repentina (Libby, 2002). 
2.3. Tratamiento y modelos de estudio de las patologías  
de remodelado vascular.
El tratamiento de la hiperplasia o de la estenosis del vaso es controlado clínicamente mediante 
la implantación de un stent en el interior del conducto arterial obstruido, evitando el colapso del 
vaso (Iakovou et al., 2005a). Frecuentemente, los stents están preparados para liberar una serie 
de fármacos con capacidad anti-proliferativa e inmunosupresora con el fin de prevenir la restenosis 
de la arteria donde habían sido colocados. Aunque la utilización de stents ha permitido reducir el 
porcentaje de restenosis post-angioplastia, no ha permitido suprimirla en su totalidad. En el caso 
del desarrollo de AAA y de la aterosclerosis, el control farmacológico de factores de riesgo permite 
en gran parte ralentizar el crecimiento de las lesiones (Chaikof et al., 2009). Sin embargo, aunque 
estas enfermedades pueden ser tratadas a término, no existen tratamientos preventivos para 
restenosis o pequeños aneurismas que permitan de manera temprana solucionar y erradicar el 
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problema, limitando la expansión de los AAA y suprimiendo la restenosis en su totalidad. Por lo 
tanto, el estudio e identificación de moléculas involucradas en este remodelado vascular podría 
permitir el desarrollo de terapias encaminadas a tratar estas patologías en estadios tempranos. 
Actualmente existen modelos animales que mimetizan el desarrollo de estas patologías para 
su estudio. Así, se han desarrollado modelos de formación de neoíntima en conejos y ratones 
que consisten en la denudación de una arteria (carótida o femoral) por introducción de un 
catéter para mimetizar lo que ocurre en humanos (Roque et al., 2000). Para el estudio de los 
mecanismos implicados en el desarrollo de aneurismas se usa normalmente un modelo de 
infusión de AngII durante 28 días en animales deficientes para la proteína apolipoproteína E 
(Apoe-/-) descrito por Alan Daugherty en el año 2000, aunque también se utiliza un modelo 
de infusión de elastasa (Anidjar et al., 1990) Además, el ratón Apoe-/- también se utiliza como 
modelo de desarrollo de placas de ateroma, ya que muestra predisposición a sufrir hiperlipidemia 
y, como consecuencia, desarrollo espontáneo de aterosclerosis (Plump et al., 1992; Zhang et al., 
1992). Aunque estos animales desarrollan espontáneamente aterosclerosis, la aparición de estas 
lesiones se ve acelerada cuando son alimentados con dietas ricas en colesterol. Al igual que 
en la forma de aterosclerosis humana denominada hipercolesterolemia familiar, estos ratones 
muestran placas de ateroma principalmente en la zona de la aorta ascendente y en las válvulas 
aórticas (Getz and Reardon, 2012).
3. Ruta Calcineurina /NFAT 
La ruta de señalización Calcineurina (CN)/NFAT está implicada en muchos procesos pato-
fisiológicos, entre los que se incluyen el desarrollo del sistema vascular (Graef et al., 2001; 
Molkentin et al., 1998) y nervioso (Graef et al., 2003), la condrogénesis (Ranger et al., 
2000) y osteoclastogénesis (Aliprantis et al., 2008), la obesidad, la diabetes, y la hipertrofia 
cardiaca (Aramburu et al., 2004; Heit et al., 2006; Molkentin et al., 1998). La CN es una serín-
treonín fosfatasa de estructura heterodimérica formada por una subunidad catalítica, CnA, 
y una subunidad reguladora, CnB, (Aramburu et al., 2000). El sustrato mejor caracterizado 
de esta fosfatasa es la familia de factores de trascripción NFAT (Nuclear Factor of Activated 
T cells). Esta familia se compone de 4 miembros (NFATc1, NFATc2, NFATc3, y NFATc4) (Rao 
et al., 1997), los cuales son regulados por calcio y CN. En células en reposo, NFATc1-c4 se 
encuentran altamente fosforilados en el citoplasma. Cuando la célula recibe estímulos que 
provocan un aumento de calcio intracelular, la fosfatasa CN se activa y desfosforila serínas 
presentes en la región reguladora de NFAT (NHR) (Okamura et al., 2000). Como consecuencia, 
NFAT se trasloca rápidamente al núcleo celular donde interacciona con secuencias de ADN 
específicas (Hogan et al., 2003), regulando la transcripción de determinados genes diana, 
entre ellos numerosas citoquinas esenciales para la respuesta inmune e inflamatoria (Macian, 
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2005), así como la de otros genes importantes implicados por ejemplo en procesos de 
angiogénesis, como la ciclooxigenasa 2 (COX2) (Alfranca et al., 2006; Iniguez et al., 2003) 
o el regulador de calcineurina 1 (Rcan1) (Minami et al., 2004; Yao and Duh, 2004) (Fig. 6).
Figura 6. Esquema básico de la ruta de señalización CN/NFAT. El tratamiento de las células con estímulos que 
movilizan calcio intracelular provoca un aumento de la concentración de iones de Ca2+ en el citosol. Estos se unen a 
la calmodulina (CaM) permitiendo que ésta interaccione con la fosfatasa CN. El resultado de esta interacción provoca 
un cambio conformacional en CN que conlleva su activación. Cuando la célula está en reposo, los factores NFAT se 
encuentran en estado hiperfosforilado en el citosol, pero cuando la CN es activada desfosforila a NFAT, que expone 
su secuencia NLS, provocando su translocación al núcleo. Una vez en el núcleo, NFAT interacciona con su secuencia 
consenso (GGAAAA) presente en los promotores de sus genes diana. Cuando los niveles de Ca2+ intracelular vuelven a 
valores normales, quinasas nucleares fosforilan a NFAT permitiendo su exportación al citoplasma. La actividad de la CN 
está regulada por varios inhibidores endógenos (RCAN1, por ejemplo) y se puede inhibir mediante la administración 
de fármacos como la CsA y FK506 o mediante la expresión de secuencias consenso LxVP y VIVIT.
3.1. Inhibidores de CN
3.1.1. Farmacológicos: Ciclosporina A y FK506
Tanto Ciclosporina A (CsA) como FK506 son fármacos inmunosupresores que inhiben 
a CN. Estas dos moléculas interaccionan dentro de la célula con proteínas de la familia de 
las inmunofilinas: Ciclofilinas (CypA) y FKBPs, respectivamente (Liu et al., 1991). El complejo 
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fármaco-inmunofilina es el que interacciona con CN e inhibe su actividad (Cardenas et al., 1995; 
Liu et al., 1991; Rodriguez et al., 2009). El tratamiento de las células con estos fármacos inhibe la 
translocación de NFAT al núcleo y la consecuente regulación transcripcional de sus genes diana. 
Aunque estos dos fármacos se utilizan en pacientes trasplantados como tratamiento para evitar 
el rechazo inmunológico del injerto, su administración a largo plazo produce numerosos efectos 
secundarios como toxicidad en hígado, riñón y sistema nervioso; enfermedades cardiovasculares; 
disfunción renal y neoplasias (Kiani et al., 2000). El origen de los efectos secundarios derivados 
del tratamiento con estos inmunosupresores puede ser debido a una acción dependiente o 
independiente de su efecto sobre CN, ya que estas drogas pueden afectar a otras vías de 
señalización, así como interferir con las inmunofilinas a las que se unen y con su actividad propil-
isomerasa (Kiani et al., 2000; Martinez-Martinez and Redondo, 2004; Matsuda et al., 2000). 
En relación con el estudio del papel de la ruta CN/NFAT en modelos de enfermedades 
vasculares, existen en la literatura resultados contradictorios. En el modelo de 
aterosclerosis, algunos estudios proponen un papel pro-aterogénico de la CypA mediado 
por el aumento de la captación de moléculas de LDL, inducción de la inflamación e 
incremento de la expresión de moléculas de adhesión en células endoteliales (Nigro 
et al., 2010). En cambio, otros estudios muestran que el tratamiento con CsA inhibe 
la proliferación y migración de CMLVs tanto in vitro como in vivo, sugiriendo que CsA 
podría tener un papel anti-aterogénico (Kockx et al., 2010). En el caso de FK506, 
se ha observado que el tratamiento a largo plazo va asociado con un alto riesgo de 
padecer aterosclerosis (Apanay et al., 1994). Sin embargo, estudios más recientes en 
ratones Apoe-/- muestran que el tratamiento con dosis más bajas de FK506 inhibe la 
progresión de la aterosclerosis y aumenta la estabilización de las placas en estos ratones 
(Donners et al., 2005). Por otra parte, la ruta CN/NFAT también ha sido implicada 
en procesos de crecimiento de neoíntima en modelos de daño arterial en carótida y 
femoral, mostrando que la inhibición de CN por CsA reduce la formación de neoíntima 
en respuesta a denudación endotelial en esta patología (Andersen et al., 1999; Liu et 
al., 2005; Satonaka et al., 2004). En modelos de desarrollo de aneurismas en rata se 
ha descrito que la administración de CsA o el tratamiento con FK506 disminuyen la 
dilatación aórtica generada por infusión de elastasa (Dobrin et al., 1996; Yamaguchi et 
al., 2000). Sin embargo, estudios en pacientes transplantados tratados a largo plazo con 
terapias inmunosupresoras con CsA, han mostrado que este tratamiento podía generar 
efectos secundarios como desarrollo de AAA (Reichman et al., 1990).
A pesar de la importancia de la ruta CN/NFAT en el remodelado patológico de la pared 
vascular y de la relevancia de AngII en estos procesos de remodelado (Berk, 2001) y como 
activadora de la fosfatasa CN (Suzuki et al., 2002), en el momento de iniciar nuestros 
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estudios no existían trabajos concluyentes sobre el papel de AngII como regulador de la 
ruta CN/NFAT en CMLVs en la pared vascular.
3.1.2. Peptídicos: VIVIT y LxVP
Debido a los efectos secundarios derivados del tratamiento con estos inmunosupresores, 
se han llevado a cabos estudios enfocados en encontrar moléculas capaces de inhibir 
selectivamente CN. Algunos de estos trabajos se han basado en el uso de las secuencias 
de interacción de NFAT con CN. De esta forma, se han descrito dos motivos de interacción 
en NFAT: uno en la región N-terminal (PxIxIT) (Aramburu et al., 1998) y otro en la 
C-terminal (LxVP) (Liu et al., 1999; Martinez-Martinez et al., 2006; Park et al., 2000). El 
descubrimiento de estos dos dominios de unión permitió utilizar secuencias peptídicas 
específicas capaces de bloquear la interacción de CN con NFAT. Así, tenemos el péptido 
VIVIT basado en la secuencia PxIxIT (Aramburu et al., 1999), que bloquea la interacción 
de NFAT con CN, y el péptido LxVP, que actúa bloqueando dicha interacción y además, a 
diferencia del péptido VIVIT, inhibiendo la actividad fosfatasa de CN (Martinez-Martinez 
et al., 2006; Rodriguez et al., 2009). El efecto beneficioso de la inhibición de la ruta 
CN/NFAT in vivo mediante la expresión del péptido VIVIT ha sido descrita en un modelo 
de restenosis (Liu et al., 2005), en hipertrofia cardiaca (Kuriyama et al., 2006) y en 
aterosclerosis (Yu et al., 2006).
3.1.3. Proteínas endógenas
La actividad de CN también está regulada, entre otros mecanismos, por su interacción 
con proteínas endógenas reguladoras o de anclaje (Martinez-Martinez and Redondo, 
2004), entre las que podemos destacar:
 Cabin1 (proteína de unión a CN 1): es una fosfoproteína de expresión ubicua (Sun et al., 
1998). Presenta un dominio similar al PxIxIT de NFAT y es capaz de inhibir la actividad CN 
(Martinez-Martinez et al., 2009). Por ejemplo, se ha descrito el papel de Cabin1 como inhibidor 
de la actividad CN durante la activación de linfocitos T (Liu, 2003).
AKAP79 (proteína quinasa A de anclaje): es una proteína que puede encontrarse 
asociada a CN, y a la subunidad reguladora de las proteínas quinasas A (PKA) y C (PKC) 
(Dell’Acqua et al., 1998; Faux et al., 1999; Klauck et al., 1996). Al igual que Cabin1, 
presenta un dominio similar al PxIxIT de NFAT por el cual inhibe la interacción de CN con 
sus sustratos (Dell’Acqua et al., 2002). 
RCAN (Regulador de CN): Es la familia más importante de reguladores de CN. 
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4.   Regulador de Calcineurina (RCAN)
La familia de proteínas RCAN, también conocidas en mamíferos como DSCR/MCIP/
calcipresina(CALP)/Adapt78 (Davies et al., 2007), ha sido las más estudiada entre las 
proteínas reguladoras de CN. Esta familia comprende 3 miembros (RCAN1-3) en vertebrados, 
codificados por 3 genes diferentes (Fuentes et al., 1997), mientras que sólo cuenta con 
un miembro, denominado Rcn1, en protozoos, hongos e invertebrados (Kingsbury and 
Cunningham, 2000) . La familia RCAN fue identificada en hongos en estudios enfocados a 
describir las proteínas de unión a CN (Gorlach et al., 2000) y las proteínas inhibidoras de 
CN (Kingsbury and Cunningham, 2000). En mamíferos, RCAN fue descrito en un estudio 
comparativo que pretendía identificar genes compartidos entre el genoma de levaduras y 
humanos (Fuentes et al., 1997). 
Los miembros de RCAN en vertebrados se caracterizan por presentar varios motivos 
conservados en su estructura proteica (Mulero et al., 2009). Las regiones de mayor 
conservación aminoacídica se encuentran principalmente en las regiones central y 
C-terminal (Aubareda et al., 2006; Davies et al., 2007) . Estudios sistemáticos usando 
mutantes truncados de RCAN han descrito que esta proteína presenta varias regiones 
de unión y regulación de CN (Aubareda et al., 2006; Chan et al., 2005; Kingsbury and 
Cunningham, 2000; Mehta et al., 2009; Mulero et al., 2007; Vega et al., 2002). Sin embargo, 
la región C-terminal de RCAN1 es suficiente para unir CN e inhibir su actividad fosfatasa 
(Martinez-Martinez et al., 2009). Recientemente, se ha descrito que la secuencia PSVVVH 
presente en el dominio CIC de la región C-terminal de RCANs es capaz de competir con el 
péptido VIVIT por su unión con CN (Martinez-Martinez et al., 2009; Mehta et al., 2009). 
Esta secuencia PSVVVH es similar al sitio PxIxIT de NFAT y es necesaria para la unión 
de RCAN a CN (Martinez-Martinez et al., 2009; Mehta et al., 2009; Mulero et al., 2009). 
Por otra parte, se ha descrito la presencia de una secuencia LXXP en Rcn1 de levaduras, 
cercana a la región central, que también está implicada en la unión a CN y que, como 
el dominio LxVP de NFAT, inhibe la actividad fosfatasa de CN  (Mehta et al., 2009). Por 
lo tanto, parece que RCAN podría regular CN mediante dos mecanismos de actuación: 
competición por la interacción con otros substratos de la CN y regulación de la actividad 
fosfatasa (Martinez-Martinez et al., 2009).
4.1. RCAN1 (Regulador de Calcineurina 1)
RCAN1 (Regulator of Calcineurin 1), inicialmente denominado DSCR1 (Down Syndrome 
Critical region 1) es el miembro más abundante y mejor caracterizado hasta el momento 
de la familia RCAN. La proteína se encuentra altamente conservada en la evolución, 
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presentando un 96% de homología entre humanos y ratones (Strippoli et al., 2000), lo que 
sugiere su importancia biológica. RCAN1 fue identificado en humanos por su asociación con 
el Síndrome de Down o trisomía del cromosoma 21, ya que se localiza en el brazo largo 
región q22.12 de este cromosoma (Fuentes et al., 1997), lo que conlleva su sobreexpresión 
en estos individuos (Fuentes et al., 2000). En el caso de ratones, Rcan1 se localiza en el 
cromosoma 16 y también se observa que su trisomía en un modelo de ratón modificado 
genéticamente (ratón Ts65Dn) presenta un desequilibrio de dosis génica que produce un 
fenotipo que podría ser similar al observado en humanos (Reeves et al., 1995). La expresión 
de RCAN1 muestra una distribución tejido específica en ratón similar a lo que se observa 
en humanos, siendo corazón, cerebro, músculo esquelético e hígado los tejidos con mayor 
expresión de este gen, descritos hasta el momento (Casas et al., 2001; Fuentes et al., 1995).
4.2. Isoformas de RCAN1
El gen RCAN1 contiene siete exones (Fig. 7) y puede transcribir 4 isoformas diferentes, 
RCAN1-1, 1-2, 1-3, y RCAN1-4, mediante la activación alternativa de promotores y el uso 
alternativo de los exones 1-4 como primer exón (Fuentes et al., 1997). A nivel de proteína, solo 
se han detectado y estudiado RCAN1-1 (DSCR-1L) y RCAN1-4 (DSCR-1s) en humanos y en 
ratones (Davies et al., 2007). El exón 2 carece de una metionina de inicio y el exón 3 solo podría 
codificar para 3 aminoácidos (Fuentes et al., 1997). RCAN1-1 está codificada por los exones 1, 
5, 6 y 7 y RCAN1-4  lo está por los exones 4, 5, 6 y 7 (Fuentes et al., 1997). La transcripción de 
la isoforma RCAN1-1  está controlada por un promotor ubicado delante del exón 1, mientras 
que la de RCAN1-4 lo está por un promotor interno localizado en el intrón 3 (Fig. 7). Estas 
isoformas, además de presentar diferentes patrones de expresión, tienen diferente mecanismo 
de regulación de su expresión. Así, mientras que RCAN1-1 se expresa habitualmente de forma 
constitutiva en los tejidos, la transcripción de la isoforma RCAN1-4 es inducida de novo por 
Figura 7. Diagrama esquemático de la estructura del gen RCAN1 y de sus isoformas. Se muestran 
las dos isoformas RCAN1-1 (exones 1, 5, 6 y 7) y RCAN1-4 (exones 4, 5, 6 y 7). Las líneas rojas muestran la 
localización de los promotores, y la línea punteada el splicing entre los exones 1 y 5.
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estímulos movilizadores de calcio intracelular capaces de activar la ruta CN/NFAT (Cano et al., 
2005; Crawford et al., 1997; Ermak et al., 2002; Minami et al., 2004; Wang et al., 2002; Yang 
et al., 2000). De hecho, el promotor de RCAN1-4 contiene al menos 15 sitios de unión a NFAT, 
mientras que el promotor de RCAN1-1 no parece contener ninguno (Yang et al., 2000).
4.3. Regulación de CN mediada por RCAN
El hecho de que la expresión de la isoforma RCAN1-4 sea activada por CN ha sido 
interpretado como un mecanismo de autorregulación (retroalimentación negativa) de la propia 
ruta de señalización CN/NFAT, ya que la activación de CN provoca un aumento de la expresión 
de su propio regulador endógeno RCAN1-4 (Wu et al., 2007; Yang et al., 2000). Las evidencias 
de que RCAN1 se une a CN y actúa como inhibidor proceden principalmente de ensayos en los 
que RCAN1 es sobreexpresado in vitro (Fuentes et al., 2000; Hilioti and Cunningham, 2003; 
Kingsbury and Cunningham, 2000; Rothermel et al., 2000). Sin embargo, el estudio de modelos 
animales de deficiencia o sobreexpresión de Rcan1 generó un amplio debate sobre el papel 
inhibidor o activador de éste, debido a que se obtuvieron datos experimentales que describían 
su participación tanto en la inhibición como en la activación de la ruta CN/NFAT (Hoeffer et 
al., 2007; Ryeom et al., 2008; Ryeom et al., 2003; Vega et al., 2003b). Diversos estudios 
bioquímicos sugieren que RCAN1 está expuesto a modificaciones post-traduccionales, como 
pueden ser la fosforilación y la ubiquitinación, y que estas modificaciones pueden determinar 
el efecto de RCAN1 sobre la señalización de CN/NFAT. En este sentido, se ha descrito que 
la fosforilación de RCAN1 por parte de GSK3 (Hilioti et al., 2004), TAK1 (Liu et al., 2009) o 
BMK-1 (Abbasi et al., 2006) convierte a RCAN1 en un activador de la ruta de CN. Mientras, la 
fosforilación en otros residuos de serina parece aumentar su estabilidad y el efecto inhibidor 
que RCAN1 ejerce sobre CN (Genesca et al., 2003), como es el caso de la fosforilación de 
su región C-terminal por la quinasa inductora de NF-kB (NIK) (Lee et al., 2008). Asimismo, 
también ha sido descrita la ubiquitinación de RCAN1-1, lo que le convertiría en un sustrato más 
susceptible a degradación por parte del proteasoma y eventualmente permitiría amplificar la 
señalización de NFAT (Asada et al., 2008). Sin embargo, aunque la regulación post-traduccional 
de RCAN1 podría servir como potencial mecanismo para explicar la regulación diferencial 
que ejerce sobre CN, serían necesarios estudios adicionales que clarifiquen los mecanismos 
encargados de este papel dual de RCAN1.
4.4. RCAN1 y enfermedades
Como hemos dicho anteriormente, RCAN1 fue identificado por su asociación con el síndrome 
de Down en humanos y posteriormente ha sido implicado en otros procesos fisiológicos y 
patológicos, entre los que se incluyen crecimiento tumoral (Ryeom et al., 2008), angiogénesis 
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(Baek et al., 2009), sepsis (Minami et al., 2009), hipertrofia cardiaca (Rothermel et al., 2001; 
Vega et al., 2003a), función de mastocitos (Yang et al., 2009), y plasticidad sináptica y memoria 
(Hoeffer et al., 2007). Sin embargo, aunque en el sistema cardiovascular se ha estudiado el 
papel de Rcan1 en hipertrofia cardiaca, no existía ningún estudio del papel de esta proteína en 
el desarrollo de los procesos patofisiológicos de la pared vascular. 
En pacientes con Alzheimer se ha descrito que la expresión de RCAN1 está aumentada en 
cerebro (Ermak et al., 2001) y que los niveles de actividad CN están disminuidos (Ladner et 
al., 1996). La baja actividad CN que se detecta en estos pacientes permite la hiperfosforilación 
de la proteína Tau y la formación de ovillos neurofibrilares responsables de la degeneración 
cerebral en la enfermedad (Ermak et al., 2001). En el caso del síndrome de Down también hay 
una alteración de los niveles de RCAN1 en cerebro (Porta et al., 2007). Estos pacientes exhiben 
neuropatologías con características parecidas a los pacientes con Alzheimer, así como defectos 
cardiacos y disfunciones inmunológicas (Harris et al., 2005); estas dos últimas asociadas 
también a un papel por parte de RCAN1. Sin embargo, estos pacientes presentan una menor 
incidencia de tumores, desarrollo de aterosclerosis y disfunción renal (Minami, 2014). Estudios 
comportamentales en ratones que sobreexpresan Rcan1 han mostrado que estos ratones 
presentan menor capacidad de aprendizaje (Dierssen et al., 2011). Se ha descrito que Rcan1 
facilita la plasticidad sináptica vía inhibición de CN, lo que supuso el pensar en Rcan1 como 
una posible terapia para el tratamiento de desórdenes neurológicos (Hoeffer et al., 2007). 
En relación con el papel de Rcan1 en hipertrófia cardiaca se ha observado que animales 
transgénicos que sobreexpresan Rcan1 específicamente en el corazón muestran disminución de 
la hipertrofia cardiaca en el modelo de hipertrofia ventricular por sobreexpresión constitutiva de 
CnA en el miocardio (ratones a-MHC-CnA) (Rothermel et al., 2001) y en los modelos de hipertrofia 
por estimulación de receptores b-adrenérgicos o por ejercicio (Hill et al., 2002; Rothermel et al., 
2001). Asimismo, los ratones que sobreexpresan Rcan1 presentan mejora de la función cardiaca 
comparados con los animales silvestres en un modelo de infarto de miocardio (van Rooij et 
al., 2004). Mientras, animales deficientes para Rcan1 (Rcan1-/-) en el mismo modelo genético 
de a-MHC-CnA muestran reacciones hipertróficas exacerbadas con severos signos de fibrosis 
(Vega et al., 2003b). Sin embargo, cuando la hipertrofia es inducida por estimulación crónica de 
receptores ß-adrenérgicos o por constricción aórtica la deficiencia de Rcan1 reduce el desarrollo 
de hipertrofia (Sanna et al., 2006; Vega et al., 2003a). Por lo tanto, se ha sugerido que Rcan1 
puede jugar papeles duales en hipertrofia cardiaca potenciándola o suprimiéndola, dependiendo 
de la naturaleza del daño (strength) y del estímulo hipertrófico utilizado (Vega et al., 2003).
Rcan1 también ha sido estudiado en el desarrollo de tumores por su capacidad reguladora 
de la angiogénesis. Así, se ha descrito que la actividad calcineurina está muy incrementada 
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en células endoteliales de ratones Rcan1-/- y que esta podría ser la causa de la inducción de la 
apoptosis de estas células, y de la consecuente inhibición de la angiogénesis y del crecimiento 
tumoral (Ryeom et al., 2008). Sin embargo, en modelos de ratones Ts65Dn que mimetizan la 
trisomía del cromosoma 21 humano, el aumento de los niveles de Rcan1 disminuye el crecimiento 
tumoral debido a un defecto en angiogénesis atribuido a la inhibición de la ruta CN/NFAT (Baek 
et al., 2009). La migración de las células endoteliales desempeña un papel central durante la 
angiogénesis. Aunque ha habido numerosos estudios del papel de Rcan1 en la regulación de 
la migración celular, los resultados publicados resultan relativamente contradictorios. Así, en 
células endoteliales, Rcan1 inhibe la migración inducida por VEGF y la formación de tubos in vitro 
(Iizuka et al., 2004; Minami et al., 2004). Asimismo, su silenciamiento (knockdown) en líneas 
celulares tumorales incrementa su movilidad, mientras que su sobreexpresión reduce tanto la 
movilidad como la actividad CN (Espinosa et al., 2009). Mediante ensayos de sobreexpresión y 
silenciamiento selectivo in vitro, se ha propuesto que la isoforma RCAN1-1 induce la angiogénesis 
mientras que la isoforma RCAN1-4, inducible y dependiente de NFAT, la inhibe (Qin et al., 2006). 
Sin embargo, este papel diferencial de las isoformas de RCAN1 no ha sido demostrado in vivo. 
En definitiva, parece que Rcan1 podría desempeñar papeles opuestos en migración celular en 
función del escenario de actuación, de la concentración intracelular de la proteína (Shin et al., 
2011), de la isoforma y/o de su actuación sobre CN. 
Pero sin duda, el papel de Rcan1 en la respuesta inmune e inflamatoria ha sido el más 
estudiado debido a que ha sido descrito como mediador de las inmunodeficiencias encontradas 
en los pacientes de síndrome de Down (Goldacre et al., 2004). En este sentido, Rcan1 
es importante en la producción y maduración de eosinófilos ya que se ha observado que 
animales Rcan1-/- presentan, tanto en condiciones basales como en un modelo de asma, 
menos progenitores de eosinófilos en la médula ósea (Yang et al., 2009; Yang et al., 2011). 
Además, se ha observado que Rcan1 es importante en la regulación de la respuesta alérgica, 
tanto in vivo como in vitro, en su papel como regulador de la degranulación de los mastocitos 
(Yang et al., 2009). También se ha descrito su papel en la respuesta inmune adaptativa in vivo 
como regulador de la activación y supervivencia de linfocitos T, observándose que animales 
deficientes en Rcan1 presentan más apoptosis de células T (Ryeom et al., 2003; Sanna et 
al., 2006). Además, estudios posteriores también mostraron la implicación de Rcan1 en la 
respuesta inmune innata, ya que se le ha relacionado con la regulación de la producción de 
citoquinas inflamatorias en macrófagos en respuesta a diferentes estímulos inmunológicos 
(Bhoiwala et al., 2011). Asimismo, la deficiencia de Rcan1 en modelos de infección respiratoria 
da lugar a una mayor mortalidad debido a un aumento del reclutamiento de neutrófilos y de 
citoquinas inflamatorias, lo que sugería que Rcan1 actuaba como regulador negativo de la 





A pesar de la importancia que AngII y la migración de CMLVs tienen en los procesos 
de remodelado vascular, la información descrita acerca de las rutas de señalización que 
median estos procesos era escasa. La ruta de señalización CN/NFAT se ha asociado a 
procesos tanto fisiológicos como patológicos, y se ha descrito que puede ser activada 
por AngII en algunos tipos celulares.  Sin embargo, al inicio de este trabajo no existía 
información, que relacionara a la ruta CN/NFAT con el remodelado patológico de la pared 
vascular inducido por AngII. 
El objetivo primordial de esta tesis fue estudiar el papel de la ruta CN/NFAT en los 
procesos de remodelado vascular patológico, e identificar los posibles genes diana 
regulados por esta ruta.
Los objetivos concretos fueron:
- Estudiar si la ruta CN/NFAT se activa por AngII en CMLVs y evaluar su implicación en 
la migración de estas células, y en el remodelado vascular en modelos de aneurisma 
abdominal aórtico (AAA) y formación de neointima. 
- Investigar el mecanismo por el cual la ruta CN/NFAT media los procesos de migración 
en CMLVs y el daño vascular inducido por AngII. 
- Determinar la contribución de Rcan1 como mediador de la migración de CMLVs, y su 
papel en modelos de remodelado vascular patológico, inducidos por AngII. 








Los ratones C57BL/6 Rcan1-/- utilizados fueron previamente descritos por Porta et al 
2007. En ellos se deleciona de forma constitutiva la expresión de ambas isoformas Rcan1-
1 y Rcan1-4 por medio de la interrupción de la expresión del gen en el exón 6, común a 
ambas isoformas. Los ratones dobles negativos Apoe-/-Rcan1-/- fueron generados cruzando 
los animales Apoe-/- (Charles River) con los ratones Rcan1-/-.
Todos los animales fueron genotipados mediante PCR usando muestras de ADN 





Todos los ratones se mantuvieron en las instalaciones del CNIC en un ambiente libre 
de patógenos, con ciclos de luz y oscuridad, temperatura y humedad regulados según la 
normativa europea para el cuidado animal (EU Directive 2010/63EU and Recommendation 
2007/526/EC). 
2. Procedimientos en animales
2.1. Modelo de infusión de AngII en ratón
El estudio del efecto directo de AngII in vivo se realizó mediante la infusión 
sistémica con minibombas osmóticas subcutáneas (Alza Corp., Cupertino, CA., 
USA) de AngII (Sigma/ Aldrich) a una dosis de 1 µg/kg/min durante tiempos 
establecidos. Los animales usados fueron ratones de fondo silvestre (C57BL/6) de Charles 
River. Estos animales fueron anestesiados con Ketamina / Silacina (1.5 ml de ketamina y 
0.5 ml de Silacina en 10 ml de suero salino) y en ellos se realizó una incisión superficial en 
la parte dorsal donde se implantó de forma subcutánea la minibomba. Posteriormente, la 
herida fue cerrada con sutura. Después de los tiempos establecidos (1h, 3h, 1d, 4d y 7d) 
los animales fueron sacrificados (n = 4-8 animales por grupo). Para determinar el papel 
de los receptores de AngII se implantaron minibombas para la infusión del antagonista del 
receptor AT1, Losartan (Fluka) a 10 mg/Kg/d, o del antagonista del receptor AT2 PD123319 
(Sigma-Aldrich) a 30 mg/kg/d, empezando con el tratamiento 24 horas antes de la infusión 
de AngII. Para la inhibición de CN también se implantaron minibombas de infusión de CsA 
a 5 mg/kg/d (Sandimmun; Novartis) también 24h antes de la infusión de AngII (Fig. 8).
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2.2. Modelo de desarrollo de Aneurisma Abdominal Aórtico en ratones 
Apoe-/- por infusión de AngII
Se utilizaron animales modificados genéticamente deficientes en la apolipoproteína E 
(Apoe-/-) de 2 meses de edad. Los animales fueron anestesiados y las minibombas de AngII 
fueron implantadas subcutáneamente. La AngII se administró en una concentración de 
1 µg/kg/min durante 28 días como fue descrito anteriormente (Daugherty et al., 2000). La 
CsA fue  administrada a una concentración de 5 mg/Kg/d mediante minibombas osmóticas 
implantadas 24h antes de la implantación de las bombas de AngII,  y mantenidas durante 
los 28 días de tratamiento. Los animales control fueron infundidos con salino. El diámetro 
aórtico abdominal fue monitorizado a 0 y tras 3, 7, 14, 21 y 28 días de tratamiento mediante 
ultrasonidos de alta frecuencia con el sistema VEVO770, con un protocolo previamente 
descrito (Martin-McNulty et al., 2005) (Fig. 9). Las medidas de diámetro aórtico máximo 
se realizaron a nivel de la aorta suprarrenal. 
Figura 9. Esquema del modelo de desarrollo de aneurisma abdominal aórtico (AAA) en ratón por 
infusión de AngII. Se indica los tiempos del comienzo de la infusión de los tratamientos (flechas rojas -1 
y 0 días), los días de monitorización del diametro aórtico mediante ecografía (flechas azules) y el tiempo de 
sacrificio de los ratones (flecha roja 28 días).
Figura 8. Esquema del 
modelo de infusión de AngII 
en ratón. Se indican los tiempos 
de comienzo de infusión de 
los diferentes tratamientos 
(flechas rojas) y los diferetes 
tiempos de sacrificio de los 
ratones (flechas azules). La 




Las aortas suprarrenales con diámetro externo igual o superior a 1,5 mm fueron 
consideradas AAA. Los animales fueron sacrificados con CO2 tras los 28 días de tratamiento 
y perfundidos con salino para la obtencion de las aortas que posteriormente se procesaron 
como se explicará más adelante (apartado de Análisis Histológico). 
2.3. Modelo de daño en arteria femoral
En este modelo se utilizaron ratones C57BL/6 silvestres y ratones Rcan1-/-. Para el daño en 
arteria femoral se siguió el protocolo previamente descrito por Roque et al., 2000. Durante 
la operación, los animales fueron mantenidos bajo anestesia inhalada (isoflorano). Se realizó 
una pequeña incisión en la pata para abrir y exponer la arteria femoral. Ya que esta arteria se 
encuentra muy cercana a una vena y a un nervio, los primeros pasos consistieron en aislar la 
arteria cuidadosamente de estas dos estructuras sin dañar ninguna de ellas. Cuando la arteria 
ya está separada, se procede al clampaje de la arteria a nivel del ligamento inguinal para evitar 
el paso de flujo sanguíneo (Fig. 10, panel a). Posteriormente, se realizó una pequeña incisión 
en la arteria, por la que se introdujo en tres ocasiones un catéter (Advanced Cardiovascular 
System) de 0,25 mm de diámetro (Fig. 10, panel b). Tras sacar el catéter, se cerró la incisión 
con una seda (Fig. 10, panel c) y se selló la herida. Gracias a la presencia de otros vasos, como 
en este caso el brazo epigástrico, la pata se encuentra irrigada aunque se haya clampado 
el paso de sangre por la arteria femoral. El mismo protocolo se realizó en la otra pata del 
animal. En los animales controles (no dañados), se realizó la incisión y el clampaje pero no se 
causó el daño con el catéter. Minibombas de administración de AngII (0,5 µg/kg/min) fueron 
implantadas inmediatamente antes de la operación y se mantuvieron durante 14 días. 
Figura 10. Esquema mostrando el modelo de daño en arteria femoral. Se indican el momento de 
comienzo de infusión de los estímulos (flechas rojas) y el tiempo de sacrificio de los animales (flecha azul). Los 
paneles a-c muestran distintos pasos de la cirugía: a) Aislamiento de la arteria femoral AF (Arteria femoral), 
b) introducción del catéter en la arteria y c) extracción del catéter y cierre de la arteria. El panel d muestra un 
ejemplo de corte histológico de una arteria lesionada y las diferentes partes de la lesión: AI, Área de la íntima;, 
AM , Área de la media; AL, Área del lumen.
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Las bombas de infusión de CsA (5 mg/Kg/d) fueron implantadas 24h antes de la operación 
y mantenidas también durante los 14 días. (Fig. 10). Trascurrido este tiempo, los animales 
fueron sacrificados y las arterias femorales fueron obtenidas y procesadas como se explica en 
el apartado de análisis histológico. Para el cálculo del grado de estenosis usamos la siguiente 
ecuación: 
% Estenosis = 100 X [Área íntima / (Área del lumen + Área de la intima)]
Este procedimiento puede visualizarse en el Video 1 incluido en el CD que acompaña al 
ejemplar escrito de esta Tesis.
2.4. Modelo de aterosclerosis inducida por dieta grasa en ratones Apoe-/-
Ratones Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- de 3 meses de edad fueron alimentados con dieta rica 
en grasa (10.8% grasa total, 0.75% colesterol; S4892-E010, Ssniff, Germany) durante 
6 semanas (Fig. 11). Para analizar los parámetros bioquímicos se obtuvieron muestras de 
sangre de estos animales al inicio y al final de la dieta mediante pinchazo en el maxilar. 
Las concentraciones de; colesterol libre (CL), colesterol total (CT), lipoproteína de baja 
densidad (LDL), lipoproteína de alta densidad (HDL) y triglicéridos (TGA) del plasma de 
estos animales fueron analizadas en ensayos enzimáticos usando el Kinetic colometric 
kit (Spinreact; Spain). Pasado el tiempo de dieta, los animales fueron sacrificados y 
tanto la aorta como el corazón fueron extraídos para su análisis (Fig. 11, paneles a y b). 
Figura 11. Esquema mostrando el modelo de aterosclerosis inducido por dieta grasa. Se indican los 
tiempos de sacrificio de los animales (flechas azules). Los paneles a y b muestran, respectivamente, ejemplos 
de análisis de la parte torácica de una aorta aislada de estos animales mediante tinción con Oil Red y de una 
sección de válvulas aórticas lesionadas teñidas con Hematoxilina Eosina.
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2.5. Trasplante de médula ósea
Para el modelo de trasplante de médula ósea, las células del compartimento 
hematopoyético fueron obtenidas de tibias y fémures de donantes Apoe-/- y Apoe-/-
Rcan1-/-. Para la extracción de estas células, los animales fueron sacrificados y las tibias 
y fémures aislados. Las células hematopoyéticas se extrajeron mediante inyecciones de 
medio en el lumen de estos huesos. Los eritrocitos presentes en esta solución de células 
fueron lisados en un buffer específico (1,5 M cloruro amónico 0,1 M bicarbonato potásico, 
0,1 M EDTA) y las células restantes fueron resuspendidas en buffer fosfato salino 1x 
(PBS 1x) e inyectadas (107 en 300 µl PBS) por vía intravenosa en la cola de animales 
Apoe-/- previamente irradiados con una dosis letal de 9 Greys (Fig. 12). Para comprobar 
la implantación de las células trasplantadas, porcentajes de poblaciones celulares y 
de plaquetas circulantes en sangre fueron medidos e identificados usando el contador 
automático Petra Multi Link (Horiba). Para analizar el porcentaje de subpoplaciones de 
linfocitos en muestras de sangre, los eritrocitos fueron lisados con el buffer específico 
antes citado en hielo durante 3 min. La reacción se paró con PBS 1x suplementado con 
1% de albumina de suero bovino (BSA) y las células fueron incubadas con CD45 PerCP-
Cy5.5 (BDPharmigen 550994 leucocitos), B220 Biotin (BDPharmigen 559971 linfocitos B), 
CD3 AlexaFluor488 (BD Pharmigen 557666 linfocitos T), CD4 Pe (BD Pharmigen 553653) 
y CD8 AlexaFluor647 (BD Phramigen 557682) durante 30 min en hielo. La estraptavidina 
405 (Invitrogen, S-32351) se utilizó como reactivo secundario. El porcentaje de células 
fue analizado mediante citometría de flujo usando el citómetro BDFACS Canto II (BD 
Biosciences) y los datos fueron analizados con el software FlowJo (Tree Star).
Figura 12. Esquema mostrando el protocolo de trasplante de médula ósea en el modelo de AAA 
y de aterosclerosis (ATERO). Se indican los días en los que se realizó la irradiación de los ratones (día -1), 
el trasplante de médula ósea (día 0), el chequeo de la implantación de las células transplantadas (día 30), la 
implantación de bombas, el inicio de la alimentación con dieta grasa (días 30-31) y el sacrificio.
La eficiencia del trasplante también se verificó mediante análisis de la expresión 
de los niveles del gen SRY (gen presente en el cromosoma de Y en machos) usando 
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RT-PCR. Esta aproximación fue posible gracias a que los modelos de transplante se 
hicieron transplantando células de médula ósea procedentes de donantes macho en 
receptores hembra. Como patrón se emplearon mezclas de cantidades conocidas 
de ADN de macho y ADN de hembra. Sondas usadas: ATCTCTGTGCCTCCTGGAAA y 
GCAGGTGGAAAAGCCTTACA. Después del chequeo del transplante se procedió como en 
el modelo de AAA y el modelo de aterosclerosis antes descrito.
2.6. Inoculación intravenosa de lentivirus en arteria yugular
Para los experimentos de inoculación intrayugular de lentivirus, los animales fueron 
anestesiados mediante administración intraperitoneal de Ketamina / Silacina (1.5 ml de 
ketamina y 0.5 ml de Silacina en 10ml de suero salino). Después se realizó una incisión 
en el cuello, a la altura de la clavicula, por donde se podía observar la arteria yugular y 
se inyectaron los lentivirus (109 partículas víricas/en 100 µl de DMEM). Posteriormente, se 
presionó la zona donde se había producido la inyección, para evitar la pérdida de sangre, y 
se cerró la herida. La infección se realizó 1 mes antes de la implantación de las minibombas 
de AngII y la eficiencia de infección se analizó mediante inmunohistoquímica de la proteina 
verder fluorescente (GFP).
2.7. Modelo de migración de macrófagos in vivo
Animales Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- fueron inoculados intraperitonealmente con tioglicolato 
(3% wt/vol). 4 días después también se inoculó intraperitonealmente en algunos animales 
50 µg de LDL o 50 µg de LDLox 1h antes de una inoculación intraperitoneal similar de 
LPS (250 µl, 5 µg/ml). Posteriormente, los macrófagos del peritoneo fueron extraídos 
mediante lavados con PBS, contados y teñidos con anticuerpo anti-CD11b (BD Pharmigen). 
El contenido de células Cd11b+ fue analizado mediante citometría de flujo.
3. Procesamiento de muestras humanas
Las arterias coronarias y las mamarias internas fueron obtenidas de pacientes sometidos 
a transplante o bypass-coronario, respectivamente, en el Hospital de la Santa Creu i Sant 
Pau (Barcelona, Spain). Los estudios fueron aprobados por el Comité Etico y realizados 
acorde a la Declaración de Helsinki. Inmediatamente después de la obtención de las 
arterias de los pacientes, toda la grasa y el tejido conectivo se limpió cuidadosamente 
y posteriormente estas muestras se utilizaron bien para inmunohistoquímica (Apartado 




4.1. Células de músculo liso vascular (CMLVs) de rata y de ratón
Se obtuvieron segmentos de aortas abdominales y torácicas de ratas Wistar y de ratones; 
C57BL/6 silvestres, Rcan1-/-, Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/-. Las aortas extraídas se mantuvieron 
en PBS 1x frío en campana de cultivos mientras que con unas pinzas se eliminó la grasa y 
el tejido conectivo que las rodea. Posteriormente, fueron cortadas en pequeños anillos que 
se incubaron 45 min a 37ºC en 95% aire 5% CO2 en DMEM sin suero (Invitrogen) con 2 
mg/ml de colagenasa tipo II. La digestión con colagenasa fue parada transcurridos los 45 
min usando DMEM suplementado con 20% de suero fetal bovino (FBS) y los anillos fueron 
centrifugados a 1200 rpm para sembrarlos posteriormente en DMEM con 20% FBS. Estos 
explantes se mantuvieron sin manipulaciones adicionales durante 5 días. Después de este 
tiempo, el cultivo fue tripsinizado y sembrado posteriormente a una dilución apropiada a la 
confluencia de las células. Todos los experimentos aquí descritos se realizaron con células 
de pases entre 3-7.
Antes de los experimentos de estimulación, el medio de las células fue sustituido 
por DMEM sin FBS durante 48h. Para estos experimentos las células se trataron con los 
compuestos y las concentraciones indicadas en la Tabla 1.
4.2. Células endoteliales de pulmón de ratón (MLECs)
Las células endoteliales de pulmón de ratón se obtuvieron a partir de pulmones de 
ratones sacrificados mediante dislocación cervical. Los pulmones fueron digeridos con 0.2% 
de colagenasa P (Roche) durante 1h a 37 ºC. Posteriormente, fueron disgregados para 
conseguir una suspensión de células homogénea, y estas células fueron sembradas sobre 
0.5% gelatina suplementada con 100 mg/ml de colágeno tipo I (Sigma) en medio DMEM 
F-12 (BioWhittaker BE. 12-719F) con 20% FBS, heparina (100 mg/ml) (Sigma), factor de 
crecimiento de células endoteliales (ECGF) (5 mg/ml), glutamina (Sigma), y antibióticos (100 
unidades/ml penicilina y 100 μg/ml estreptomicina). Ya que en esta suspensión de células 
existe una mezcla de poblaciones celulares, se realizó una selección negativa el día siguiente 
empleando anticuerpo anti-CD16 (BD Biosciences) y bolas magnéticas (Dynal) para eliminar 
principalmente macrófagos. A los tres días se llevó a cabo una selección positiva de las células 
endoteliales empleando el anticuerpo ICAM-2 (BD Biosciences). Este protocolo permitió obtener 
una población de células endoteliales de más del 90% de pureza. Para los experimentos de 
estimulación estas células fueron incubadas en DMEM suplementado con 0.5% FBS durante 




Macrófagos peritoneales se obtuvieron mediante varios lavados intraperitoneales con 
PBS 1x 4 días después de una inyección intraperitoneal de 3% (wt/vol) de tioglicolato. 
Posteriormente, las células fueron sembradas en Alpha-MEM (Lonza) suplementado con 
10% FBS, L-glutamina, y antibióticos. Los macrófagos fueron tratados con los compuestos 
que se indica en Tabla 1.
Compuesto Concentración Casa Comercial Uso
AngII 10
-6 M ratón
10-5 M rata Sigma Aldrich




-5 M Sigma Aldrich Inhibición del receptor AT2 (CMLVs)
AT1RB
(ZD-7155) 10
-6 M EMD, Tocris Bioscience
Inhibición del receptor AT1 
(CMLVs)




1 µM Sigma Aldrich Estimulación de CMLVs
CsA 200 ng/ml LD Laboratories Inhibición de CN(CMLVs)
LDLoxidados 50 μg/ml Biomedical Thecnologies
- Estimulación (CMLVs, MLEC, 
Macrófagos)
- Migración (Macrófagos)
- Formación de células 
espumosas (Macrófagos)
LDLacetiladas 50 μg/ml Life Technologies - Ensayos de acumulación de colesterol (Macrófagos)
LDL nativas 50 μg/ml Life Technologies - Formación de células espumosas (Macrófagos)
LPS 1 µM Life Technologies - Estimulación de Macrófagos
Tabla 1. Compuestos utilizados in vitro.
5. Transfección
5.1. CMLVs
Se emplearon plásmidos proporcionados por T. Minami (Research Center for Advance 
Science and Technology, Universidad de Tokio, Tokio, Japón) con el gen reportero de 
luciferasa regulado por el promotor intrónico de Rcan 1-4 silvestre (-350/+83 DSCR-
luc) o una versión de éste con los sitios de unión para NFAT mutados. Estos plásmidos 
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fueron transfectados en CMLVs empleando Lipofectamina PLUS (Invitrogen) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Las células fueron mantenidas en medio completo con 
FBS durante 1 día y posteriormente en medio sin suero durante 48h antes de tratarlas 
con diversos estímulos durante 4h. Las células fueron lisadas y la actividad luciferasa 
detectada con el Ensayo de Luciferasa (Promega).
5.2. HEK293T (para producción de partículas lentivirales)
Para la producción de partículas lentivirales, las células embrionarias de riñón 
humanas (HEK293T) se transfectaron con la técnica de fosfato cálcico. Las células se 
sembraron en placas de 150 mm de diámetro a una confluencia del 30% en DMEM 
suplementado con 10% FBS, 2 mM glutamina, 100 U/ml de penicilina y estreptomicina. 
Una vez adheridas a la placa se co-transfectaron con i) plásmido pMD2G que codifica 
la glicoproteína de la envuelta viral VSV-G (vesicular stomatitis virus G) (obtenido de 
M. K.Collins del University College London,UK), ii) el plásmido 8.9 que codifica para 
los genes gal, pol y rev y iii) el vector lentiviral o codificante del péptidos de interés 
(los plasmidos de interes se muestran en la sección de producción de lentivirus). Para 
la transfección se mezclaron 36,25 µg de ADN de interés, 27,5 µg del plasmido 8.9 y 
11 µg del plásmido pMD2G en 1250 µl de HBS (HEPES, NaCl, Dextrosa, KCl, Na2HPO4). 
Déspues se añadieron 75 µl de CaCl 2,5 M, se mezcló con ayuda del vortex y la mezcla se 
incubó a temperatura ambiente durante 20 min. Posteriormente, esta mezcla fue añadida 
sobre las células gota a gota. Transcurridas 16 horas, se cambió el medio de cultivo a 
12,5 ml de DMEM suplementado con 10% FBS, glutamina, penicilina, streptomicina y se 
mantuvieron a 37ºC y 5% de CO2. 
6. Producción de lentivirus y adenovirus e infección
Los péptidos de expresión de LxVP, su versión mutada (LxVP mutado) y VIVIT se 
clonaron fusionados a la proteína verde fluorescente (GFP), bajo la regulación del promotor 
SFFV (spleen focus-forming virus), en el vector lentiviral pHRSIN. Las construcciones pHA-
CALP1L y pHACALP1S (proporcionados por la Dr. S. de la Luna) fueron clonadas en el 
vector lentiviral pHRSIN-IRES-GFP para generar los lentivirus pHRSIN-IRES-GFP, pHRSIN-
HA-RCAN1-1-IRES-GFP o pHRSIN-HA-RCAN1-4-IRES-GFP. Todas las partículas lentivirales 
se generaron mediante transfección con fosfato cálcico en HEK293T como se ha explicado 
en el apartado anterior. El sobrenadante de estas células fue recogido 48h después de la 
transfección, filtrado utilizando filtros de 45 µM (Steriflip, Millipore) y centrifugado durante 
2h a 26000 rpm a 4ºC (Ultraclear Tubes, SW28 rotor and Optima L-100 XP Ultracentrifuge; 
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Beckman). Las partículas virales fueron resuspendidas en DMEM estéril a 4ºC y se 
congelaron a -80ºC para su conservación. El número de partículas infectivas obtenidas 
fue titulado mediante infección de células Jurkat. Las células Jurkat se infectaron con 1 µl, 
0,1 µl ó 0,01 µl de sobrenadante de virus y tras 5 horas de infección el medio fue remplazado 
por medio nuevo. Las células se incubaron toda la noche y posteriormente la eficiencia 
de infección (células Jurkat positivas para GFP) y la muerte célular (tinción con ioduro 
de propidio) se analizó mediante citometría de flujo usando el citómetro BD FACS Canto 
II (BD Biosciences). Para el cálculo de título de los sobrenadantes lentivirales (unidades 
infectivas (pfu)/ml), asumimos que en el caso de la infección con 0,01 µl, cada célula GFP 
positiva ha sido transducida con una sola partícula viral.
La generación de adenovirus que codifican para GFP (AdGFP) o GFP fusionado a Rcan1-
4 (AdGFP-Rcan1-4) previamente descritos (Minami et al., 2004) fue llevada a cabo por la 
unidad de vectores lentivirales del CNIC.
6.1. Infección de CMLVs con lentivirus
Las CMLVs se sembraron en placas de 35 mm (106 células/pocillo) para conseguir una 
confluencia del 80% en el momento de la infección. Las células se infectaron con 6x106 
partículas infectivas (pfu) en DMEM suplementado con 20% FBS y se incubaron durante 
5h a 37ºC. Posteriormente, el medio fue remplazado por el mismo medio fresco. Las 
células se mantuvieron durante 48h y la infección se monitorizó mediante citometría de 
flujo. Posteriormente, estas células fueron utilizadas para ensayos de migración o para 
estimulación.
6.2. Infección de CMLVs con adenovirus
Las CMLVs fueron sembradas en placas de 12 pocillos (105 células/pocillo) e infectadas 
con 2x107 pfu en DMEM sin suero con adenovirus para la expresión de GFP (Ad-GFP) 
o GFP fusionado a Rcan1-4 (AdGFP-Rcan1-4). Tras 5 horas de infección, el medio fue 
remplazado por DMEM suplementado con 20% FBS. Al cabo de 72 horas, la eficiencia de 
infección fue determinada en base a la expresión de GFP mediante citometría de flujo y la 
expresión de la proteína Rcan1-4 fue analizada mediante inmunoblot.
6.3. Infección de macrófagos peritoneales con lentivirus
Los macrófagos peritoneales fueron sembrados en placas de 35 mm (106 células/pocillo), 
lavados 24h después con PBS 1x e infectados con lentivirus para la expresión de GFP o 
de RCAN1-1-IRES-GFP + RCAN1-4-IRES-GFP. Después de 24h de infección, el medio fue 
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remplazado por medio nuevo Alpha MEM suplementado con 10% FBS. La expresión de 
CD36 fue analizada 48h después de la infección. Para los ensayos de formación de células 
espumosas, el medio fue remplazado después de 24h y suplementado con 10% de suero 
deficiente en lipoproteina humana e incubado con 50 μg/ml LDLox durante 24h.
7. Ensayos de migración
7.1. Ensayos de transwell
Las CMLVs fueron resuspendidas en DMEM suplementado con 0.1% BSA y sembradas 
(5x104 celulas/pocillo) sobre membranas de cámaras quimiotácticas con poros de 8 µM 
(Costar). En la cámara inferior se añadieron 500 µl de DMEM suplementado con 0.1% 
BSA y diversos tratamientos; 10-6 M AngII, 10-6 M AngII + 200 ng/ml CsA, o 10% FBS. 
Después de 4 horas de incubación a 37ºC en 95% aire, 5% CO2, las células no migradas 
fueron retiradas del lado superior de la membrana y las migradas (presentes en el lado 
inferior) fueron fijadas con 4% de paraformaldheido (PFA) y teñidas con Hoechst. La 
cuantificación de las células migradas se efectuó mediante recuento de células en 10 
campos  de la membrana fotografíados al azar. Los experimentos fueron hechos por 
duplicado. 
Los ensayos de migración en macrófagos peritoneales se realizaron en cámaras 
quimiotácticas con membranas de 5 µM de poro (Costar). Como estímulo quimiotáctico se 
utilizó medio de cultivo suplementado con 2% FBS y 10 ng/ml de MCP-1 (RD Systems). 
Las células fueron resuspendidas en Alpha-MEM suplementado con 0.1% BSA a una 
confluencia de 2x105 y con 50 μg/ml de lipoproteina  (LDL, LDLoxidadas o LDL acetiladas), 
y fueron sembradas en la parte de arriba de las membranas. Después de 18 h, las células 
no migradas se limpian de las membranas y los núcleos de las células migradas son fijados 
y teñidos con Hoechst. La cuantificación se efectuó por recuento de células en fotografías 
de la membrana de 10 campos seleccionados al azar. Los experimentos fueron hechos por 
duplicado.
7.2. Ensayos de cierre de herida
CMLVs procedentes de ratones C57BL/6 silvestres y Rcan1-/- fueron sembradas en 
placas de 35 mm de diámetro (106 células/pocillo). 24h después se realizó una herida 
homogénea en la monocapa de células y éstas fueron incubadas con o sin 10-6 M de AngII. 
En el caso de los macrófagos peritoneales, se realizó una herida homogénea en la 
monocapa de células 3 días despúes de ser sembrados en placas de 35 mm de diámetro. 
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Después de varios lavados con PBS 1x las células fueron incubadas con 2% FBS más 
100 ng/ml de MCP-1 con o sin 50 μg/ml de LDLox.
La migración de ambos tipos de células (CMLVs y macrófagos) a la zona denudada se 
monitorizó a diferentes tiempos; en el caso de las CMVLs durante 4 horas, y en el caso de 
los macrófagos se monitorizo durante 18h. En ambos casos se utilizó un microscopio time-
lapse con camara de video incorporada. La cuantificación del número de células migradas 
a la zona denudada se llevó a cabo usando el software Imaje J (http://rsbweb.nih.gov/ij/
index.html). 
8. Ensayos de actividad calcineurina
Extractos de CMLVs y extractos de aortas de ratones fueron analizados siguiendo 
las instrucciones del Kit de ensayo de Calcineurina Biomol Green Calcineurin (Enzo Life 
Sciences). Asimismo, extractos de macrófagos peritoneales estimulados o no con 1 µM 
LPS fueron analizados siguiendo las instrucciones del mismo kit.
9. Inmunofluorescencia en CMLVs in vitro 
Las células fueron sembradas en una confluencia de 1x104 (células/pocillo) sobre 
cristales situados en placas de 24 pocillos. Fueron sometidas a diferentes tratamientos 
y posteriormente fijadas con 3% de (PFA), permeabilizadas con 0.1% de Triton X-100 e 
incubadas con anti-NFATc4 (1/100; Santa Cruz Biotechnology) y anticuerpo secundario 
conjugado con Alexa Fluor488. Como control negativo se utilizó una IgG del mismo isotipo 
que el anticuerpo primario. Las imágenes de las células teñidas fueron tomadas usando 
un microscopio confocal invertido (LSM700; Carl Zeiss) con un objetivo de 63x Plan-
Apochromat.
10. Marcaje de macrófagos 
Macrófagos peritoneales fueron cultivados durante 72h y posteriormente, resuspendidos 
en PBS 1% BSA e incubados con bloqueantes de los Fc (Mouse Fc block BD Pharmigen 
553141) 1/500 durante 10 min. Posteriormente, se incubaron durante 30 min a 4ºC 
con anticuerpos primarios anti-mouse F4/80-PeCy7 (eBioscience, 25-4801), anti-CD36 
(Abcam ab78054) o anti-SR-A (Santa Cruz sc 20444). Anticuerpos secundarios anti-conejo 
AlexaFluor647 (Invitrogen, A-21443) y anti-cabra AlexaFluor647 (Invitrogen, A-21469) 
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fueron incubados en PBS 1% BSA durante 15 min a 4ºC. Las células fueron analizadas en 
citometría de flujo usando el citómetro BD FACS Canto II (BD Biosciences), y los datos 
fueron analizados con FlowJo software (Tree Star).
11. Ensayos de expansión celular
Macrófagos peritoneales fueron sembrados en placas de 24 pocillos (104 células/
pocillo) en las que previamente se depositaron critales tratados con suero. Tras 20 min 
de incubación a 37ºC para permitir su adherencia a la superficie, las células fueron 
estimuladas añadiendo 50 μg/ml de LDLox y fijadas con 4% de PFA tras 5, 15 o 30 min. 
Las células fijadas fueron teñidas con faloidina conjugada a AlexaFluor488. Las imágenes 
de las células teñidas fueron tomadas usando un microscopio confocal invertido (LSM700; 
Carl Zeiss) con un objetivo de 63x Plan-Apochromat. El perímetro de las células fue medido 
de forma automatizada con un software denominado Cell profile, y el grado de spreading 
o expansión fue determinado de acuerdo a la fórmula: Spreading = perímetro /(4 x π x 
área).
12. Ensayos de formación de células espumosas
Macrófagos peritoneales fueron sembrados sobre cristales localizados en placas de 24 
pocillos (105 células/pocillo) e incubados en presencia o no de 50 μg/ml de LDL o LDLox a 
37ºC durante 24 horas. Las células fueron fijadas con 4% de PFA durante 15 min, teñidas 
con Oil Red O y contra teñidas con hematoxilina. La cuantificación se realizó en 10 campos 
de células por condición fotografiados al azar. Se consideró célula espumosa toda aquella 
que en su interior llevara 1 o más partículas visibles (rojo) de lípidos (Fig. 13). 
Figura 13. Imágenes representativas de células espumosas.
13. Microscopía de Laurdan GP
La técnica de microscopía de Laurdan GP (Bagatolli et al., 2003; Sanchez et al., 2007) 
se basa en analizar los compartimentos lipídicos en el interior celular gracias la tinción 
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con Laurdan. Los macrófagos peritoneales incubados o no previamente con 50 μg/ml 
LDLox, fueron cultivados en presencia de 1 µM de Laurdan (Molecular Probes, Grand 
Island, NY) durante 30 min en medio Alpha-MEM sin suero, usando DMSO como vehículo. 
Para analizar la fluorescencia del Laurdan las muestras fueron excitadas con un láser de 
titanio y zafiro (Spectra-Physics Mai Tai DS) a 780 nm y la emisión fue recogida entre 
445-465 nm y 474-514 nm. Las imágenes de GP (512x512, 32 bits) fueron obtenidas con 
un microscopio ALBA (ISS, Illinois) equipado con un objetivo de 63x (1.2 NA) y analizado 
usando el software Image-J (NIH Image, National Institute of Health, Bethesda, MD). El 
valor de Laurdan GP fue calculado usando el valor de 0,57 para el factor G de Laurdan 
(Bagatolli et al., 2003) y de acuerdo a la fórmula: 
Laurdan GP= I (425-465nm) -G x I (476-514nm) / I (425-465nm) + G x I (476-514nm)
Donde I 425-465 y I 476-514 son las intensidades de emisión de 445-465 y 474-514 nm 
respectivamente.
14. Ensayos de acumulación y salida de colesterol 
Macrófagos peritoneales fueron sembrados en placas de 24 pocillos (5x105 células/
pocillo). Transcurridas 24h fueron cultivados en Alpha-MEM suplementado con 10% de 
suero libre de lipoproteínas humanas, 2 µCi/ml de 3H-colesterol (Perkin Elmer) y 50 μg/ml de 
LDL acetiladas (Biomedical Technologies), y se mantuvieron durante 24h para los ensayos 
de acumulación o 32h para los ensayos de salida de colesterol. 
La acumulación de 
3H-colesterol fue medida en un contador de centelleo después de la 
extracción de lípidos de las células con hexano/isopropanol (2:1). 
Para los ensayos de salida de colesterol, las células fueron lavadas cinco veces con PBS 
1x y después incubadas durante 24h con Alpha-MEM suplementado con 100 μg/ml de HDL 
(Biomedical Technologies) o con 0.1% BSA (control negativo). El 3H-colesterol expulsado 
al medio y el que permanecía en el interior de las células fue medido en un contador de 
centelleo. 
El porcentaje de salida de colesterol inducida por HDL (% efflux) se calculó de acuerdo 
a la siguiente fórmula:
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15. Ensayos de presentación de antígeno 
Los macrófagos peritoneales fueron cultivados durante 2 horas en placas de 35 mm de 
diámetro (106 células/pocillo) en presencia de 2 mg/ml ovoalbúmina (OVA), lavados diez veces 
con PBS 1x y cultivados durante 5 horas en medio normal. Posteriormente, se añadieron 2x106 
células T B3Z. Estas células constituyen un clon de células T que expresan ß-galactosidasa al 
reconocer a través de su receptor TCR, el péptido SIINFEKL de la OVA. El co-cultivo se incubó 
durante toda una noche, y la cuantificación de la actividad presentadora de antígeno fue 
realizada mediante la evaluación de la hidrólisis de rojo de clorofenol-ß-Dgalactopyranoside 
(CPRG) (Calbiochem) y monitorizado con espectrofotómetro (O.D. 595-655).
16. Ensayos de fagocitosis 
Los macrófagos peritoneales (3x 106) fueron cultivados durante una noche en cristales 
situados en placas de 24 pocillos. Al día siguiente, las células no adheridas se eliminaron 
mediante lavados con PBS 1x y las células restantes fueron incubadas en ausencia de FBS 
durante 2 horas. Al mismo tiempo, se opsonizaron eritrocitos de oveja con IgG de conejo 
(MP Biomedicals) durante 1 hora en rotación a 4ºC. Transcurridas las 2 horas en medio 
sin suero, se añadieron a los cultivos de los macrófagos 20 eritrocitos opsonizados por 
macrófago, y se incubaron a 37ºC durante 15 min. La misma cantidad de eritrocitos sin 
opsonizar se añadió a un cultivo de macrófagos como control negativo de fagocitosis. Las 
células fueron fijadas, permeabilizadas y teñidas con faloidina-TexasRed (Invitrogen), para 
delimitar la membrana celular, y con anticuerpo secundario anti-conejo AlexaFluor647 
1/500 que detecta las partículas fagocíticas unidas a IgG de conejo. Los glóbulos rojos 
fagocitados por las células fueron cuantificados en fotografías de 10 campos tomados al 
azar por cada condición con microscopio de fluorescencia (Nikon A1R).
17. Análisis histológico
17.1. Procesamiento de tejidos
Los corazones y las aortas de los animales sacrificados fueron perfundidos con salino, 
y tanto estos tejidos como las arterias humanas fueron fijadas con 4% PFA durante 24h 
a 4ºC. Posteriormente, estos órganos fueron deshidratados e inmersos en moldes de 
parafina antes de ser cortados en secciones transversales de 5 µM en micrótomo (Jung 
RM2055 Leica) para su tinción posterior. Alternativamente, para llevar a cabo tinciones 
con Oil Red, los tejidos frescos fueron embebidos en OCT. Para ello, los corazones fueron 
perfundidos con salino y fijados con 10% de PFA durante 24h a 4ºC. Posteriormente 
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fueron incubados con PBS 1x suplementado con 30% de sacarosa durante otras 24h y 
finalmente embebidos en OCT (optimal cutting temperatura compound) y conservados a 
-80ºC. Las crio-secciones de 5 µM fueron realizadas con un criostato.  
17.2. Inmunohistoquímicas e Inmunofluorescencias
Las secciones de parafina fueron desparafinadas para rehidratar los tejidos e incubadas 
en buffer citrato (10 mM, pH 6.0) durante 20 min a 95ºC para desenmascarar epítopos. 
Transcurrido este tiempo, fueron incubadas con solución de bloqueo durante 30 min con 
10% suero de cabra o 10% suero de caballo (para inmunohistoquímica) o con 10% suero 
de caballo mas 2% BSA (para inmunofluorescencia) con el objetivo de bloquear uniones 
inespecíficas. Finalmente, fueron incubadas con los anticuerpos primarios durante toda la 
noche en solución de bloqueo (Tabla 2).
Para la inmunohistoquímica (IHQ) con los anticuerpos de Rcan1, CD3, GFP, Mac3 y 
Ter119, las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario biotinilado. La deteccion del 
color de la IHQ se realizó con DAB (Vector Laboratories) durante 10 minutos como tiempo 
máximo. Posteriormente, las secciones fueron contrateñidas con hematoxilina, nuevamente 
deshidratadas y montadas con DPX (Fluka). Para el desarrollo del color en las IHQ de anti-
SMA conjugado a la fosfatasa alcalina se utilizó Fast-Red (Sigma-Aldrich). La especificidad 
de los anticuerpos fue comprobada en cada experimento usando controles negativos por 
sustitución del anticuerpo primario con su correspondiente IgG inespecífica. Las imágenes 
fueron adquiridas a temperatura ambiente usando un microscopio Leica DM2500 con objetivos 
de 10x, 20x y 40x HCX PL Fluotar y usando el programa Leica Application Suite V3.5.0. 
En el caso de las inmunofluorescencias (IF), los anticuerpos secundarios que se utilizaron 
fueron cabra anti-conejo conjugado a AlexaFluorCy3 (excitación a 555 nm y emisión a 500-610 
nm), pollo anti-mouse conjugado a AlexaFluor488 (excitación a 488 nm, emisión a 505-600 
nm), pollo anti-rata conjugado a AlexaFluor647 (Invitrogen; excitación a 633 nm, emisión a 
LP640 pseudocolor mostrado rojo en las imágenes) y Estreptavidina-AlexaFluor647 (Invitrogen; 
excitación a 633 nm, emisión a LP640 y pseudocolor mostrado verde en las imágenes). Los 
núcleos fueron teñidos con DAPI (excitación a 405 nm, emisión a 420-475 nm).
Las muestras de IF fueron montadas con medio de montaje Citifluor AF4Citifluor AF4 
(Aname) y las imágenes (1024 x 1024 pixeles; 8-bits) fueron adquiridas a temperatura 
ambiente con un microscopio confocal invertido (LSM700; Carl Zeiss) equipado con un 
objetivo de aceite de inmersión de 63x Plan-Apochromat. Las imágenes se analizaron en el 
programa Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) o en el MetaMorf (Molecular Devices; 
Sunnyvale, California) y se procesaron para presentación con el programa Zen 2009 Light 
Edition (Carl Zeiss) y con Adobe Photoshop.
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Tabla 2. Anticuerpos utilizados para análisis histológico.
Materiales y métodos
60
17.3. Tinciones de tejidos con colorantes
17.3.1. Tricrómico de Masson
Esta tinción se realizó tanto en muestras de parafina como de OCT. Las muestras de 
parafina fueron desparafinadas antes de la tinción. Mientras que las muestras de OCT 
fueron teñidas directamente. Se utilizaron cuatro colorantes siguiendo las instrucciones 
del kit (Merck): Hematoxilina de Weigert (5 min, azul, tinción de núcleos), Azofloxina (10-
12 min, rojo, tinción de citoplasma y músculo), ácido fosfovolfrámico (1 min, naranja, 
eritrocitos), verde luz (7 min, verde, tejido conectivo colágeno). El análisis de contenido 
de colágeno se realizó utilizando los programas MetaMorf (Molecular Devices; Sunnyvale, 
California) e ImajeJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html).
17.3.2. Hematoxilina & Eosina
Las secciones desparafinadas fueron teñidas con hematoxilina de Harris durante 3 min, 
lavadas dos veces en agua destilada e incubadas con 5% de Eosina durante 5 min. Las 
secciones fueron nuevamente deshidratadas y montadas con DPX.
17.3.3. Van Gieson
Las secciones desparafinadas fueron teñidas con Hematoxilina de Weigert durante 10 min, 
lavadas en agua destilada e incubadas con la solución de Van Gieson (Fucsina acida y acido 
pícrico) durante 30-60 segundos. Las secciones fueron nuevamente deshidratadas y montadas 
con DPX.
17.3.4. Oil Red O 
Las secciones tisulares en OCT fueron lavadas con agua destilada durante 10 min, 
sumergidas 4 veces en isopropanol al 60% y expuestas 20 min en una solución de 0.5% 
Oil Red O en isopropanol (Sigma O0625). Tras lavarlas nuevamente en isopropanol, fueron 
contrateñidas con Hematoxilina de Mayer´s y montadas con medio acuoso.
17.3.5. Tinciones de aorta completa con Oil Red (en face)
Las aortas de los ratones sacrificados fueron extraídas desde la zona torácica a la 
zona del cayado aórtico. Toda la grasa y el tejido conectivo adventicial fueron retirados 
cuidadosamente bajo la lupa, de forma que al final quedaba al descubierto la anatomía 
completa de la aorta torácica, con sus 3 bifurcaciones en la zona del cayado. Las aortas 
fueron posteriormente fijadas en 4% de PFA durante 24h y teñidas con 0.2% de Oil Red O 
(Sigma O0625) en 80% metanol durante 1h. Las aortas fueron abiertas longitudinalmente 
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y clavadas a una superficie de silicona, de manera que la zona luminal de la arteria 
quedara expuesta. Las imágenes fueron adquiridas con una lupa Olympus SZX10 acoplada 
a una cámara Olympus UC30 (Olympus, Germany). El análisis planimétrico en 2D del área 
de lesión fue realizado en píxeles usando el programa ImageJ y convirtiéndolo a mm2.
17.4. Ensayo de Southwestern in situ
Las secciones de aorta de 5 µM de grosor desparafinadas fueron fijadas en 0.5% de 
PFA en PBS 1x durante 25 min a 28ºC. La fosfatasa alcalina endógena fue bloqueada con 
5 mM de levamisol (Sigma-Aldrich). Las preparaciones fueron digeridas con 0.5% de 
pepsina A (Sigma-Aldrich) en 1 N HCl durante 35 min a 37ºC y lavadas en tampón HEPES/
BSA (10 mM HEPES, 40 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM ditiotreitol [DTT], 1 mM EDTA, y 
0.25% BSA, pH 7.4). Las secciones fueron incubadas con 0.1 mg/ml DNasa I en la solución 
anterior durante 30 min a 30ºC. Las formas de NFAT activas fueron reconocidas por la sonda 
´5-GATCGCCCAAAGAGGAAAATTTGTTTCATACAG-3´. Esta secuencia contiene tanto la zona de 
interacción con NFAT como la de AP1 del promotor de IL-2 de ratón (Jain et al., 1993). La sonda 
de NFAT fue marcada con digoxigenina (Sigma-Aldrich) y diluida a 25 pM en una solución de 
trabajo I (0.1 M acido maleico y 0.15 M NaCl, pH 7.5) conteniendo también 0.5 mg/ml poly dI-
dC; (Sigma-Aldrich). Se utilizaron los siguientes controles negativos: (i) ausencia de sonda; (ii) 
mutante de la sonda de NFAT (5´-GATCGCCCAAAGACCTTAATGGACTTCATACAG-3´), (iii) Sonda 
de NFkB (5´-GATCAGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3´); y (iiii) ensayo de competición, en el cual 
las secciones fueron incubadas con 200 veces de exceso de sonda no marcada antes de la 
aplicación de la sonda marcada. Después de una noche de incubación a 37ºC en una cámara 
húmeda, las secciones fueron lavadas dos veces con solución de lavado (0.03% Tween 20 en 
solución de trabajo I) e incubadas 1h en solución de bloqueo (0.1% SSC y 0.1% SDS diluido 
1:10 en solución de lavado). Las preparaciones se lavaron de nuevo dos veces más con solución 
de lavado y se incubaron 2h a 37ºC con un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatasa 
alcalina (1:200 en solución de bloqueo; Roche). Las secciones fueron lavadas nuevamente en 
solución de lavado y en la solución III (Tris-HCl 0.1 M, 0.1 M NaCl, y 50 mM MgCl2, pH 9.5) a 
temperatura ambiente. La presencia de la fosfatasa alcalina se visualizó con nitroblue tetrazolium 
cloridhico y 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (NBT/BCIP; Roche). La reacción se paró por 
incubación en buffer TE (10 mM Tris y 1 mM EDTA, pH 8.0), y las secciones fueron deshidratadas 
en gradientes de etanol y montadas en 50% de glicerol en PBS.
18. Método Óptico No –lineal en 3D (NLO-3D) 
Las aortas son extraídas y teñidas como se describe en el Apartado 17.3.5 (Tinción 
de aorta completa con Oil Red). Posteriormente, estas aortas ya analizadas en 2D son 
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posicionadas abiertas longitudinalmente con el lumen hacia arriba, sobre unas cámaras 
especialmente diseñadas por nosotros, en las cuales también añadimos PBS/glicerol 
(50%), y todo ello lo cubrimos con un cristal de montaje (Fig. 14A). Usamos la onda de 
excitación (800nm) de un microscopio de 2 fotones (Zeiss 780) para generar 3 señales de 
confocal de estas aortas. Obtenemos la señal de la segunda harmónica para el colágeno 
(señal recogida entre 347-424 nm) y utilizamos la fluorescencia de excitación de los 2 
fotones para obtener la autofluorescencia de la elastina (482-560 nm) y la fluorescencia 
del Oil Red (602-697 nm) (Fig. 14B-C). Las secciones ópticas fueron tomadas cada 3 µM, y 
posteriormente se utilizó el programa Imaris para realizar la reconstrucción 3D. Para más 
información del método Anexo III).
Figura 14. (A) Cámaras diseñadas para poder medir tanto por el método de en face como por el método 
de NLO-3D. (B-C) Señales espectroscópicas utilizadas para la adquisición de imágenes en NLO-3D. La onda 
de excitación se fijó en 800 nm, y se detectaron 3 señales a la vez; SHG segunda harmónica de la señal del 
colágeno (347-424 nm) en rojo, la autofluorescencia de la elastina (482-560 nm) en verde, y la fluorescencia 
del Oil Red (602-697 nm).
19. Extracción de ácidos nucleicos y PCR cuantitativa
Los extractos de RNA totales de células se lisaron utilizando el reactivo Tripure 
(Roche). Para los extractos de RNA de tejido, estos se congelaron en nitrógeno líquido y 
se trituraron con ayuda de un mortero. El polvo se disolvió en Tripure y se disgrego con 
el equipo MagNALyser (Roche) Una vez obtenidos los lisados se continuó la extracción 
acorde con las instrucciones de fabricante para el reactivo Tripure. La cantidad de ARN fue 
cuantificada en el Nanodrop y 2 μg de ARN fueron transcritos a 37ºC durante 50 min en 
una reacción de 20 µl de volumen que contenía: 200 unidades de la transcriptasa reversa 
MML-V (MMLV Moloney murine leucemia virus), 100 ng de oligos aleatorios, y 40 unidades 
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de inhibidor de RNasas (Life Technologies).La PCR a tiempo real se llevó a cabo con 50 
ng de ADNc utilizando el sistema de análisis de expresión génica SYBR Green (Applied 
Biosystems) o Taqman dependiendo de los genes a analizar y siguiendo las instrucciones 
de la casa comercial, usando el termociclador ABI Prism 7900 Sequence Detection System 
(Applied Biosystems). Las sondas utilizadas se presentan en las Tablas 3 y 4.













Tabla 3. Sondas Taqman utilizadas.













Tabla 4. Oligos SYBR Green utilizadas.
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Los transcritos de 18S ARNr fueron utilizados como control interno en las muestras de 
rata, mientras que el control interno en ratón fue Tbp y Hprt y en humano fue GAPDH. Los 
controles internos fueron amplificados en el mismo tubo, con el objetivo de normalizar posibles 
variaciones en la cantidad de ARN entre muestras. La cantidad de ARNm de las muestras fue 
estimada por el método de cuantificación relativa de 2∆CT. En el caso de SYBR Green (Tabla 
4) usamos el mismo método de cuantificación relativa utilizando m36B4 como control interno.
20. Ensayo de arrays (agilent gene)
El ARN total de CMLVs en cultivo estimuladas con salino, AngII, CsA, o CsA más AngII 
fue extraido con Tripure (n=4), procesado y marcado con Cy3-cRNA para hibridarlo con un 
array de genoma completo de ratón G4122F 4 X 44K (Agilent Technologies). Los arrays fueron 
escaneados y analizados usando el programa Feature Extraction v9.5.3.1 (Agilent Technologies). 
Se asignó el valor 1 a los valores crudos y se normalizaron usando cuartiles (Bolstad et al., 2003). 
Finalmente, se usó ANOVA de una sola cola para identificar muestras que cambian al menos en 
una condición (p<0.05), con el objetivo de analizarlas en profundidad. 1868 muestras fueron 
usadas para análisis de expresión génica diferencial, el cual fue hecho con el programa Limma 
Packaged Bioconductor (Smyth, 2004). Los datos crudos de expresión están disponibles en 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/ con el número de acceso GSE31321.
21. Inmunoblot
Las muestras de tejido aórtico humano o de ratón fueron congeladas en nitrógeno líquido, 
guardados a -80ºC y triturados con el mortero. Posteriormente se lisaron en 10 mM Tris-HCl 
pH 7.5, 1% Triton X-100, 1% sodio dioxiclorato, 0.1% SDS, 150 mM NaCl y 5 mM EDTA, 
suplementado con 1 µM ditiotreitol, 1 mM fenilmetilsulfonil fluoruro, 100 µM benzamidina, 
1 μg/ml pepstatina y 1 μg/ml aprotinina, y se homogenizaron en el MagNALyser (Roche). 
Las células en cultivo estimuladas fueron lavadas con PBS 1X frío y congeladas a -80ºC 
antes de ser lisadas con un tampón de lisis (Hepes 20 mM pH7,6, NaCl 400 mM, EDTA 
1 mM, EGTA 3 mM, DTT 1 µM, PMSF 1 mM, Na2MoO4 10 mM, benzamidina 100 µM, 
pepstatina, aprotinina y leupeptina (1 µg/ml) y Triton X-100 1%). 
Los lisados celulares y de tejido  se incubaron en agitación a 4ºC durante 15 min, se 
centrifugaron (13200 rpm) a 4ºC durante 15 min. La fracción soluble (sobrenadante) se 
transfirió a un nuevo tubo, y se cuantifico por la técnica de Bradford o Lowry. Posteriormente, 
a 30 µg de proteina se le añadió tampón Laemmli (60 mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10% 
glicerol, 5% ß-mercaptoetanol, 0.01% azul de bromofenol) y se incubó durante 10 min a 
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100ºC. Los extractos obtenidos se sometieron a una electroforesis discontinua en geles de 
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las proteínas presentes en estos 
geles se trasfirieron a una membrana de nitrocelulosa mediante la aplicación de un corriente 
eléctrica continua en presencia del tampón de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, 
metanol 10%). Las membranas se lavaron con tampón Tris-HCl pH7,5 con detergente Tween 
20 al 0,05% (TBS-T) y se incubaron durante 30 min con una solución de leche desnatada en 
polvo al 5% en TBS-T. Tras 3 lavados con TBS-T, las membranas se incubaron durante toda la 
noche a 4ºC con los anticuerpos primarios preparados en TBS-T suplementado con BSA 1% y 
0,1% de azida sódica. Tras la incubación con los anticuerpo primario (Tabla 5), las membranas 
se lavaron 3 veces con TBS-T y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con 
peroxidasa (anti-ratón o anti-conejo, Pierce) durante 1h. Por último, las membranas se lavaron 
con TBS-T y se incubaron con el reactivo ECL (Enhanced Chemiluminescence, Amersham) 
para detectar las proteínas reconocidas por los anticuerpos. 
Anticuerpo Casa Comercial Concentración
anti-NFATc1 Enzo Life Science Monoclonal de ratón 1/1000
anti-NFATc2 Abcam Monoclonal de ratón 1/1000
anti-NFATc3 Santa Cruz Biotechnology Policlonal de conejo1/1000
anti-NFATc4 Santa Cruz Biotechnology Policlonal de conejo1/1000





anti-Rcan1 Sigma- Aldrich Policlonal de conejo1/1000
anti-α-actin Dako 1/10000
anti-Gsk3ß Cell Signaling 1/1000
Tabla 5. Anticuerpos utilizados para inmunoblot.
22. Analisis estadistico
Los datos representados son las medias aritméticas ± la desviación estándar 
correspondientes a un mínimo de 3 experimentos. El estudio estadístico se realizó mediante 
el análisis de la varianza (one-way o two-way ANOVA) seguido del test de Bonferroni (para 
los experimentos de >3 grupos) o mediante el estudio de t de Student, en función de lo 
más apropiado para los datos. Las diferencias se consideraron significativas a partir de 







1. AngII activa la ruta CN/NFAT en CMLVs
Dado que AngII induce la movilización de Ca2+ intracelular, nuestro primer objetivo 
fue esclarecer si este estímulo podría activar la ruta de señalización CN/NFAT en células 
de la pared vascular. Para ello tratamos ratones C57BL/6 con minibombas de infusión de 
AngII durante tiempos establecidos y analizamos la presencia de NFAT en el núcleo de 
las células de la pared arterial mediante un ensayo in situ de southwestern en secciones 
aórticas. Observamos que AngII inducía la activación y translocación al núcleo de NFATs en 
CMLVs, células endoteliales y células de la adventicia y que esta activación era sostenida 
durante al menos 7 días (Fig. 15A). Además, la activación de NFAT se inhibía cuando 
estos animales eran tratados con CsA o con el antagonista del receptor AT1 Losartan, pero 
no con el antagonista del receptor AT2 PD123319 (Fig. 15B). El patrón de southwestern 
observado era similar al de la tinción de SP1 (Fig. 15C), usado como control positivo de 
expresión nuclear. 
Figura 15. AngII activa la ruta CN/NFAT in vivo en aorta. (A-B) Imágenes representativas de 
ensayos de southwestern específicos de NFAT en secciones aórticas de ratones C57BL/6 tratados mediante 
minibombas osmóticas subcutáneas con (A) AngII (1 μg/kg/min) durante los tiempos indicados o con (B) 
CsA (5 mg/kg/d), Losartan (AT1RB, 10 mg/kg/d) o PD123319 (AT2RB, 30 mg/kg/d) durante 24 h previas a 
la administración de AngII (1 μg/kg/min) durante 1 h. Escala, 50 μm. (C) Imágenes de inmunohistoquímica 
(IHQ) de SP1 (izquierda) y de tinción de hematoxilina eosina (HE) (derecha) en secciones aórticas. Escala, 
50 μm.
Posteriormente nos propusimos identificar los miembros de la familia NFAT activados 
por AngII en CMLVs de ratón. Para ello analizamos por inmunoblot su expresión y estatus 
de desfosforilación. Mientras que la expresión de NFATc1, NFATc3 y NFATc4 era detectable 
en estas células, NFATc2 no pudo ser detectado (Fig. 16A). En cambio, las células Jurkat 
usadas como control de expresión de NFATc2, si mostraban niveles elevados de este 
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miembro (Fig. 16A). El mismo patrón de expresión de miembros de esta familia fue 
observado en CMLVs de rata (Fig. 16B). La estimulación con AngII durante 1h activó la ruta 
CN/NFAT en CMLVs primarias de ratón y de rata, como se evidenció por la desfosforilación 
de los miembros NFATc1, c3 y c4 (Fig. 16A-B). Esta desfosforilación era similar a la que 
producía la combinación de éster de forbol + ionóforo de calcio (PMA/Io), usada como 
control positivo, y se inhibía por tratamiento de estas células con CsA o con un antagonista 
del receptor AT1, pero no del receptor AT2 (Fig. 16A-B). Estos datos sugerían que AngII 
activa la ruta CN/NFAT, tanto in vivo como in vitro, a través del receptor AT1. 
Figura 16. AngII activa la ruta CN/NFAT in vitro en CMLVs: (A-B) Inmunoblot de NFAT en extractos 
de CMLVs de ratón y de rata estimuladas con 10-6 M de AngII (ratón) o 10-5 M (rata) (+0,3 mM calcio en ambos 
casos) durante 1 h después de un pretratamiento de 1 h con 200 ng/ml de CsA, o 10-6 M de antagonista de 
AT1R (ZD-7155), o 10
-5 M de antagonista de AT2R (PD123319). Las puntas de flecha indican los diferentes 
grados de desfosforilación de los miembros de NFAT. El análisis de NFATc2 fue testado en paralelo con proteínas 
de extractos de células Jurkat (JK). (C) CMLVs de ratón fueron infectadas con lentivirus GFP-unido a LxVP, 
LxVPmut, o VIVIT y los niveles de expresión de GFP fueron analizados por citometría de flujo. Las gráficas 
representan la población GFP positiva y negativa para Ioduro de Propidio dada en unidades logarítmicas. (D) 
Inmunoblot de NFATc4 de extractos de proteína de células infectadas con lentivirus LxVPmut, LxVP, y VIVIT y 
estimuladas con 10-6 M AngII durante 1 h.
Para un análisis más exhaustivo de la implicación de la CN en la activación de NFAT por 
AngII en CMLVs, se utilizaron además de CsA, inhibidores peptídicos de CN. Para este fin 
se generaron lentivirus que codificaban para proteínas de fusión GFP-péptido, en las que 
el péptido empleado contenía las secuencias específicas LxVP o PxIxIT de inhibición de CN 
o una versión mutada e inactiva de LxVP (Martinez-Martinez et al., 2006; Rodriguez et al., 
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2009). Infectamos CMLVs con estos lentivirus, monitorizamos su eficiencia de infección 
mediante citometría de flujo y observamos que >80% de las células estaban infectadas y 
expresaban altos niveles de proteína verde fluorescente (GFP) (Fig. 16C). En estas células, 
la expresión de los péptidos LxVP y VIVIT inhibió la desfosforilación de NFATc4 mediada 
por AngII, al contrario que la expresión de la forma mutada de LxVP, LxVPmut (Fig. 16D).
2. La CN regula la migración inducida 
por AngII en CMLVs
La AngII tiene un papel fundamental en procesos implicados en el desarrollo de 
patologías vasculares, como son la migración y la proliferación de CMLVs. Con el objetivo 
de investigar el papel de CN en la migración de CMLVs inducida por AngII, realizamos 
ensayos de migración en transwell. Los resultados obtenidos mostraron que AngII 
estimulaba la migración de las CMLVs alrededor de 5 veces (comparado con las células 
control no estimuladas) y que el pretratamiento con CsA inhibía la migración en respuesta 
a AngII hasta alcanzar niveles basales (Fig. 17A-B). 
Figura 17. La CN media la migración de las CMLVs inducida por AngII. CMLVs de ratón fueron 
sembradas en la parte de arriba de una membrana porosa de transwells. El número de células migradas fue 
analizado después de 4 h en las membranas teñidas con Hoechst. (A-B) En la parte de abajo se añadieron 
AngII (10-6 M) o AngII (10-6 M) + CsA (200 ng/ml) (A) Imágenes representativas de la superficie de las 
membranas de los transwell. Escala, 50 μm. (B) Cuantificación de las CMLVs migradas en 10 campos al 
azar por condición en un experimento representativo de 7 realizado por triplicado (media±SEM). (C-D) 
CMLVs infectadas con lentivirus que expresan GFP-unido a LxVP, LxVPmut, o VIVIT y tratadas según está 
indicado. (C) Imágenes representativas de la superficie de las membranas de los transwell de las células 
infectadas y migradas. Escala 50 μm. (D) Cuantificación de células migradas en 10 campos por condición, en 
un experimento representativo de 7 realizado por triplicado (media±SEM). ***p<0,001.
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Estos resultados sugerían que CN podría ser un mediador esencial de la inducción de 
migración de CMLVs por AngII. Apoyando estos datos, la infección de CMLVs con lentivirus 
que codifican para los péptidos LxVP o VIVIT fusionados a GFP inhibió la migración de 
estas células en respuesta a AngII (Fig. 17C-D). En cambio, la infección con el péptido 
mutado LxVPmut no tuvo ningún efecto sobre este proceso (Fig. 17C-D).
3. La CN es un mediador del remodelado vascular  
patológico inducido por AngII
Dado que la ruta CN/NFAT tiene un papel clave en los procesos de migración de 
CMLVs inducidos por AngII, nos planteamos evaluar su papel in vivo en modelos de 
daño vascular en los que la migración de estas células es fundamental. Para este fin 
utilizamos modelos de remodelado vascular patológico en ratón como el desarrollo de 
AAA y la formación de neoíntima en daño femoral. 
3.1. La CN es un mediador de la formación de neoíntima  
inducida por AngII y daño femoral
El modelo de daño femoral en ratón mimetiza el causado por la angioplastia en humanos. 
Por medio de la introducción de una guía de 0,25 mm en la arteria femoral del ratón 
generamos una desendotelización y un daño en la pared del vaso, que implica migración 
de CMLVs y formación de neoíntima (Roque et al., 2000). Este daño mecánico, por sí solo, 
promovía un remodelado vascular hacia el interior del vaso con formación de neoíntima 
en ratones C57BL/6 (Fig. 18). La infusión de AngII, unida al daño mecánico, incrementó 
el grosor de la capa de neoíntima, como quedó reflejado en el pronunciado incremento 
de la relación íntima/media (I/M) y en la disminución del tamaño del lumen, sin interferir 
en la integridad de las capas elásticas (Fig. 18). El tratamiento con CsA de estos animales 
24h antes del daño y durante la infusión de AngII no solo evitaba el remodelado producido 
por la AngII, sino que también protegía del daño basal inducido por la introducción del 
catéter (Fig. 18A). Las diferencias observadas debidas al tratamiento con CsA quedaron 
plasmadas en la reducción del cociente I/M y en la reducción del porcentaje de estenosis 
hasta niveles casi basales (Fig. 18B-C). 
Estos resultados sugerían que la activación de CN por AngII estaba implicada en los 
procesos de formación de neoíntima.
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Figura 18. CsA inhibe la formación de neoíntima inducida por AngII en un modelo de daño en 
arteria femoral. La arteria femoral derecha fue dañada por medio de la introducción de un catéter y por la 
posterior infusión de AngII (0,5 μg/kg/min) mediante minibombas osmóticas subcutáneas. La administración 
de CsA (5 mg/Kg/d) comenzó 24 h antes del tratamiento con AngII y se mantuvo durante el periodo de infusión 
de AngII. (A) Imágenes representativas de secciones de arteria femoral teñidas con HE, Van Gieson (VG) y 
Tricrómico de Masson (Masson). Escala, 50 μm. (B) Resumen de los datos morfométricos en los diferentes 
grupos de tratamiento. El área está representada en micrómetros cuadrados (mm2). Debido a que la monocapa 
de células endoteliales aparece como una línea en las arterias no dañadas, se considera que el área de la 
íntima es 0 y que la relación I/M y el porcentaje de estenosis también son 0. (C) Cuantificación de la relación 
I/M en las condiciones de daño indicadas. Los datos están representados como medias±SEM. Los ratones 
utilizados por grupo fueron: 7 salinos, 13 AngII, 7 CsA+AngII, 5 CsA y 10 no dañados. *p<0,05 vs control; # 
p<0,05 vs AngII. Los resultados mostrados proceden de la unión de dos experimentos independientes.
3.2. La CN es un mediador de la formación de AAA inducidos por AngII
Un remodelado masivo de la arteria es también un distintivo de lo que sucede durante 
la formación y progresión de los AAA (Heeneman et al., 2007). Estudios previos han 
establecido que la infusión de AngII promueve la formación de AAA en ratones Apoe-/- 
(Daugherty and Cassis, 2004; Daugherty et al., 2000). Para determinar el papel de la CN 
en la formación de AAA por AngII, iniciamos el tratamiento de ratones Apoe-/- con CsA un 
día antes de la infusión de AngII y mantuvimos ambos tratamientos durante 28 días. El 
análisis de la formación de AAA en estos ratones mostraba que mientras que el 79% de 
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los animales infundidos solo con AngII desarrollaban AAA, solo el 11% de los animales 
infundidos además con CsA desarrollaban esta patología (Fig. 19A-D). Esto indicaba que el 
tratamiento con CsA protegía del desarrollo de AAA inducido por AngII en estos animales. 
Figura 19. CsA inhibe el desarrollo de AAA inducido por AngII. Ratones Apoe-/- fueron infundidos con 
CsA (5 mg/kg/d) un día antes de comenzar el tratamiento con AngII (1 μg/kg/d) durante 28 días. (A) Imágenes 
representativas de aorta completa de animales tratados según se indica. (B) Imágenes representativas de 
ultrasonido de alta frecuencia de aorta abdominal tomadas en transversal (paneles superiores) y en longitudinal 
(paneles inferiores) a la altura de la aorta suprarrenal. Las líneas amarillas delimitan el lumen arterial. (C) 
Diámetros abdominales aórticos máximos medidos en mm en imágenes tomadas de forma transversal. 
Los triángulos y cuadrados representan animales individuales y medias±SEM, respectivamente. El número 
de ratones por grupo utilizado fue de 9 salinos, 24 AngII, 9 AngII+CsA y 7 CsA. *p<0,05. (D) Imágenes 
representativas de tinción con Tricrómico de Masson en secciones de aorta abdominal al nivel suprarrenal. 
Escala: 200 μm (paneles superiores); 50 μm (paneles inferiores). (E) Imágenes representativas de IHQ para 
SMA en secciones de aorta abdominal a nivel suprarrenal. Escala: 100 µm (paneles superiores), 50 µm (panel 
de abajo y paneles I y II). Los resultados mostrados son sumatorio de dos experimentos independientes y 
representativos de cuatro realizados.
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Las imágenes de ecografía de ultrasonidos (Fig. 19B) nos permitieron obtener 
información del desarrollo de la patología a lo largo del tiempo de tratamiento. Pudimos 
observar que mientras que AngII provocaba un notable aumento del diámetro arterial, 
el pretratamiento con CsA evitaba la dilatación de la arteria haciendo que estos vasos se 
mantuvieran con valores similares a los de los animales control (Fig. 19B, C). Tinciones de 
tejido aórtico con Tricrómico de Masson mostraron que la administración de CsA inhibía 
los cambios a nivel global de la morfología normal de la arteria inducidos por AngII (Fig. 
19D paneles superiores). Además, CsA prevenía la desestabilización de la estructura 
arterial inducida por AngII, manteniendo la organización en capas de la pared (Fig. 19D 
paneles inferiores). Todos estos datos, indicaban que CsA evitaba los cambios que AngII 
inducía en la morfología de la pared abdominal aórtica, bloqueando el incremento del 
diámetro de la arteria, reduciendo la deposición de colágeno en las paredes e impidiendo 
la desestabilización de la estructura ordenada en multicapas de la arteria. Por otra parte, 
pudimos observar que el tratamiento solo con CsA no producía cambios significativos ni en 
la estructura ni en el diámetro máximo de la arteria (Fig. 19A-D). Como ha sido remarcado 
anteriormente, en esta patología existe un remodelado masivo basado en migración y 
proliferación de CMLVs entre otros factores (Ailawadi et al., 2009). Curiosamente, vimos 
que en la adventicia había gran cantidad de células positivas para a-actina de músculo liso 
(SMA+) que mostraban una distribución compatible con la movilización y proliferación de 
las células de la capa media hacia la adventicia (Fig. 19E, paneles EI y EII). 
Para confirmar la implicación de CN en el desarrollo de AAA inducido por AngII utilizamos 
los lentivirus que codifican para los péptidos LxVP silvestre o mutado fusionados a GFP 
(lentivirus LxVP) mencionados anteriormente. Estos virus fueron inyectados de forma 
sistémica en la yugular de animales Apoe-/- un mes antes de la infusión con AngII. Como 
pudimos observar en las IHQ específicas para GFP, este tipo de administración conseguía 
una gran eficiencia de transducción de las células de la pared vascular (Fig. 20A). Los 
resultados obtenidos indicaban que la expresión de LxVP, pero no la de su versión mutada, 
inhibía completamente la formación de AAA inducida por AngII (Fig. 20B). Además, los 
animales infectados con LxVP mostraban arterias de aspecto similar a las arterias controles 
sin aparente desorganización de la estructura en capas de la pared (Fig. 20C).
Por otra parte, utilizando la técnica de southwestern describimos que mientras que 
las formas activas de NFAT eran abundantes en secciones de aneurismas de ratones 
infundidos con AngII, apenas fueron detectadas en secciones de aortas de animales 
pretratados con CsA o infectados con LxVP (Fig 20D). Todos estos resultados establecieron 




Figura 20. La administración sistémica de lentivirus LxVP inhibe el desarrollo de AAA inducido 
por AngII. Ratones Apoe-/- fueron inoculados con 100 µl de solución de lentivirus GFP-unido a LxVP o 
LxVPmut (109 partículas/100 μl) por vía intrayugular un mes antes de la administración de AngII (1 μg/kg/
min). (A) IHQ para GFP en secciones aórticas de animales infectados con lentivirus LxVPmut o con LxVP. 
Escala: 100 μm (panel de la izquierda), 50 µm (panel central y derecho). Se muestra las imágenes de un ratón 
representativo de 6 animales independientes analizados. (B) Diámetros aórticos máximos medidos en mm 
en imágenes tomadas de forma transversal en la aorta abdominal suprarrenal. Los triángulos negros y rojos 
representan animales individuales y medias±SEM, respectivamente. *p<0,05. (C) Imágenes representativas 
de Tricrómico de Masson en secciones de aorta abdominal suprarrenal (D) Imágenes representativas (6 
animales por grupo) de análisis de southwestern con sonda de NFAT en secciones aórticas de ratones tratados 
como se indica. Escala, 50 μm.
4. Identificación de genes regulados por el eje  
AngII/CN en CMLVs
Con el objetivo de investigar el mecanismo por el que CN media la inducción del daño 
vascular, nos propusimos identificar genes regulados por AngII y sensibles a CsA en CMLVs. 
Para este fin, analizamos los perfiles de expresión de ARN de CMLVs estimuladas con 
AngII y/o CsA empleando arrays de genoma completo de ratón y observamos que más de 
1500 genes modificaban su expresión tras la estimulación de las CMLVs durante 4h con 
AngII. Los perfiles de expresión de ARN analizados por GEDI (Gene Expression Dynamics 
Inspector) (Eichler et al., 2003) mostraron que algunos de estos genes aumentaban su 
expresión (colores cálidos/rojos) mientras otros la disminuían (colores fríos/azules) (Fig. 
21A). En cambio, el tratamiento solo con CsA apenas afectaba al transcriptoma (Fig. 
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21A). Sorprendentemente, la células que fueron pretratadas con CsA y posteriormente 
estimuladas con AngII, presentaban un nivel de regulación muy parecido a las tratadas 
solo con AngII (Fig. 21A). De hecho, solo 11 genes de los más de 1500 regulados por 
AngII eran sensibles al tratamiento con CsA (Fig. 21A-B). Esto sugería que existía una 
acción muy específica por parte de la ruta de CN en respuesta a AngII. De estos 11 genes, 
solo uno de ellos, Rcan1, era inhibido >70% por CsA, lo que indicaba que era un candidato 
importante como posible mediador del daño vascular inducido por AngII y CN en CMLVs. 
Figura 21. AngII induce una respuesta sensible a CsA muy específica en CMLVs. CMLVs fueron 
estimuladas con AngII (10-6 M) durante 4 h después de un pretratamiento con CsA (200 ng/ml) durante 1 h, y 
el ARN fue obtenido con Tripure e hibridado con el array. (A) Los mosaicos (obtenidos del análisis con GEDI) 
representan los patrones de expresión génica de las CMLVs en respuesta al estímulo indicado; los pixeles 
representados en colores amarillos/verdes indican genes que apenas varían respecto al control, los pixeles de 
colores cálidos (rojos) indican genes inducidos y los pixeles de colores fríos (azules) indican genes inhibidos 
con respecto al control. (B) La gráfica representa los 11 genes que son modulados por CsA (p<0,05 AngII vs 
Cs+AngII). Los valores muestran la expresión relativa al control (log2) (p<0,05 vs control).
4.1. AngII induce la expresión de Rcan1 en CMLVs vía activación de CN
Para validar los resultados obtenidos en el rastreo genómico, estimulamos CMLVs de 
ratón con AngII a diferentes tiempos (1-8 h) y evaluamos el efecto de CsA en el patrón 
de expresión de Rcan1. Mediante PCR cuantitativa (qPCR) mostramos la inducción de la 
isoforma Rcan1-4 tras 1 h y 4 h de estimulación con AngII en CMLVs de ratón y que esta 
inducción no tenía lugar en presencia de CsA (Fig. 22A). Estos mismos resultados fueron 
corroborados en CMLVs de rata (Fig. 22B), demostrando que la regulación de la forma 
inducible de Rcan1 no era exclusiva de ratón. A nivel de proteína, vimos como Rcan1-4 se 
inducía notablemente por AngII, alcanzando los niveles máximos entre 2-4 horas, y que 
su inducción era también sensible a CsA (Fig. 22C). En estos experimentos observamos 
que la expresión de la isoforma Rcan1-1 era constitutiva en estas células (Fig. 22C). 
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Figura 22. AngII induce la expresión de Rcan1-4 en CMLVs de forma dependiente de CN. (A-B) 
Experimentos representativos (n=5) de qPCR para analizar la expresión de ARNm de Rcan1 en muestras 
de CMLVs de ratón (A) y rata (B) estimuladas con AngII 1 h y 4 h con 10-6 M (ratón) y 10-5 M (rata). Las 
cantidades de ARNm fueron normalizadas con la expresión del gen endógeno Tbp y los datos se muestran 
relativos al control de células no estimuladas. (C) Inmunoblot de Rcan1 con extractos de CMLVs tratadas con 
los estímulos y durante los tiempos indicados. (D) Inmunoblot de Rcan1 que muestra Rcan1-4 en extractos de 
CMLVs infectadas con lentivirus GFP-LxVP o LxVPmut y tratadas como se indica. (E) Inmunoblots de Rcan1-4 
con extractos de CMLVs estimuladas con AngII y tratadas con inhibidores de los receptores AT1 (AT1RB) y AT2 
(AT2RB). La estimulación con una combinación de PMA Io se usó como control positivo. (C-E) La expresión 
de tubulina se utilizó como control de carga. Se muestran experimentos representativos de 4-6 experimentos 
realizados. (F-G) Actividad luciferasa relativa en CMLVs de ratón y rata, respectivamente, transfectadas con 
los reporteros dirigidos por los fragmentos silvestre y mutado indicados del promotor de Rcan1-4 y tratadas 
como se indica. PMA Io se usó como control positivo. Los valores son la media±SEM de determinaciones de 
luciferasa hechas por triplicado en cada condición de 5 experimentos realizados.
Finalmente, describimos que la inducción de Rcan1-4 por AngII también era bloqueada 
en CMLVs que expresaban los péptidos LxVP o VIVIT mediante infección lentiviral (Fig. 
22D). Mediante el uso de antagonistas de los receptores de AngII, describimos que la 
activación de Rcan1-4 en estas células también se efectuaba a través del receptor AT1, ya 
que el bloqueo de éste y no el de AT2R impedía su inducción (Fig. 22E).
Para confirmar la participación de la vía CN/NFAT en la inducción de Rcan1-4 por 
AngII, también se llevaron a cabo ensayos reporteros de luciferasa con el promotor 
interno específico de Rcan1. CMLVs de ratón se transfectaron con vectores reporteros 
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de luciferasa bajo el control del promotor interno silvestre de Rcan1 (RCAN (-350/+83) 
o del promotor con las secuencia de interacción de NFAT mutada (RCAN(-350/+83)
mut; Minami et al., 2004). AngII inducía la activación del promotor silvestre, pero no del 
mutado y esta activación no tuvo lugar en presencia de CsA (Fig. 22F). En CMLVs de rata 
también se demostró la activación de Rcan1-4 con el promotor silvestre, pero no con el 
mutado (Fig. 22G). El nivel de activación del promotor de Rcan1 por AngII era similar 
o incluso superior al alcanzado con la combinación de PMA Io (Fig. 22F) usada como 
control positivo y previamente descrito (Cano et al., 2005). Estos datos sugerían que la 
unión de NFAT al promotor interno de Rcan1 es esencial para la activación de este gen 
por AngII, y por tanto apoyan, que la inducción de Rcan1-4 por AngII está mediada por 
la activación de la ruta CN/NFAT.
FUNCIONES DEL REGULADOR DE CN RCAN1
Puesto que Rcan1 es el gen inducido por AngII más dependiente de CN en CMLVs, nos 
propusimos analizar si este gen era el mediador principal de las funciones biológicas de la 
activación de CN en respuesta a AngII. Para este fin, utilizamos CMLVs y ratones deficientes 
en Rcan1 (Rcan1-/-) (Porta et al., 2007). Estos ratones se diseñaron para delecionar ambas 
isoformas de Rcan1, como comprobamos en extractos de tejido aórtico (Fig. 23). 
1. Rcan1 es un mediador central en la inducción  
de migración de CMLVs por AngII
Puesto que CN regula la migración de CMLVs en respuesta a AngII y que Rcan1 podría 
ser el principal mediador de las funciones biológicas de CN en CMLVs en respuesta a este 
estímulo, nos propusimos analizar la contribución de Rcan1 en la migración de estas células. 
Para ello utilizamos CMLVs procedentes de animales deficientes en Rcan1 y examinamos 
su efecto en la migración inducida por AngII. Encontramos que mientras que las células 
Rcan1+/+ migraban hacia el estímulo de AngII o suero (FBS), las células Rcan1-/- también 
Figura 23. Los ratones Rcan1-/- pierden la expresión de las dos 
isoformas. AngII (1 μg/kg/min) fue administrada de forma sistémica 
en ratones C57BL/6 durante 14 d por medio de minibombas osmóticas. 
Inmunoblot de Rcan1 con extractos de aorta procedentes de animales 
Rcan1+/+ y Rcan1-/- (un animal por carril). 
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lo hacían hacia suero, pero no hacia AngII (Fig. 24A-B). Estos datos sugerían que la 
inducción de la migración de las CMLVs por AngII requiere de la presencia de Rcan1. Para 
confirmar estos resultados realizamos ensayos de cierre de herida y observamos que las 
CMLVs Rcan1+/+ ocupaban la zona denudada en presencia de AngII más eficientemente 
que las células Rcan1-/- (Fig. 24C). Además, la reconstitución de la expresión de la isoforma 
inducible Rcan1-4 mediante infección con adenovirus (AdGFP-Rcan1-4) rescataba la 
respuesta migratoria de las células Rcan1-/- hacia AngII (Fig. 24D-E). 
Figura 24. Rcan1 es necesario para la inducción de la migración de CMLVs por AngII. (A - B). 
CMLVs de ratón fueron sembradas en la parte superior de una membrana porosa de transwell. En la 
cámara inferior se añadieron AngII (10-6 M), AngII (10-6 M) + CsA (200 ng/ml) o 10% FBS como estímulos. 
Después de 4 h, las células no migradas se limpiaron y la membrana se tiñó con Hoechst. (A) Imágenes 
representativas de la superficie de las membranas de los transwell. Escala, 50 μm. (B) Cuantificación de las 
CMLVs migradas en 10 campos al azar por condición en un experimento representativo de 6-7 realizados por 
triplicado (media±SEM). (C) Imágenes representativas de ensayos de cierre de herida de 4 experimentos 
realizados en CMLVs Rcan1+/+ y Rcan1-/- tratadas como se indica. Las líneas marcan el límite de la herida 
después de 4 horas. Escala, 100 μm. (D) Fotografías representativas de fluorescencia de GFP en CMLVs 
Rcan1-/- infectadas con adenovirus para expresar GFP (AdGFP) o GFP fusionado a Rcan1-4 (AdGFP-Rcan1-4). 
Escala, 50 μm. Los histogramas muestran el análisis mediante citometría de flujo de la expresión de GFP 
en estas células. Inmunoblot de Rcan1 y Tubulina con extractos de CMLVs Rcan1-/- infectadas con AdGFP o 
AdGFP-Rcan1-4. (E) Cuantificación de las CMLVs Rcan1-/- infectadas, migradas y tratadas como se indica. 
Las células se cuentan en 10 campos por condición. Los datos están representados como media±SEM de 3 
experimentos (*p<0,05 vs control).
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2. Papel de Rcan1 en remodelado vascular  
inducido por AngII
Dado que Rcan1 es necesario para la migración de las CMLVs en respuesta a AngII y 
que la CN tiene un papel central en el remodelado de la pared vascular implicado en el 
desarrollo de AAA y en la formación de neoíntima, nuestro siguiente objetivo fue analizar 
el papel potencial de Rcan1 en estos procesos de remodelado patológico.
2.1. Rcan1 participa en la formación de neoíntima
En primer lugar analizamos la expresión de Rcan1 en el modelo de daño femoral. 
Observamos que Rcan1 se encontraba expresado en secciones de tejido lesionado procedente 
de arterias femorales sometidas a un proceso de daño mecánico con catéter y tratamiento 
con AngII (Fig. 25A). La mayoría de las células que expresaban altos niveles de Rcan1 
se encontraban en la capa media, aunque también se observó expresión en células de la 
neoíntima (Fig. 25A). El estudio de ratones Rcan1-/- demostró que estos, eran completamente 
resistentes a la formación de neoíntima inducida por el catéter y el tratamiento con AngII 
(Fig. 25B), reflejado en los valores de relación I/M (Fig. 25C) y los niveles de estenosis 
(2,62±2,5%), ambos cercanos a los niveles basales. Todos estos datos sugerían que 
AngII exacerbaba la formación de neoíntima durante el daño a través de la activación de 
CN y la inducción de la expresión de Rcan1-4 principalmente en CMLVs.
Figura 25. Rcan1 media la formación de neoíntima inducida por AngII. La arteria femoral derecha 
fue dañada por medio de la introducción de un catéter y la posterior administración de AngII (0,5 μg/kg/
min) durante 14 d en animales Rcan1+/+ y Rcan1-/-. (A) Imágenes representativas de IHQ de Rcan1 en 
secciones de arterias femorales dañadas y tratadas con AngII procedentes de ratones Rcan1+/+ y Rcan1-/- 
(n=5/grupo). Escala, 50 μm (B) Imágenes representativas (8-11 ratones) de tinciones con HE, Van Gienson 
(VG), y Tricrómico de Masson (Masson) en secciones de arteria femoral procedentes de animales Rcan1+/+ y 
Rcan1-/- tratados con AngII. Escala, 50 μm. (C) Cuantificación de la relación I/M (media ± SEM; *p<0,05) en 
los ratones Rcan1+/+ (n=8) y Rcan1-/- (n=11). Los resultados proceden de dos experimentos independientes. 
Resultados
82
2.2. La ausencia de Rcan1 previene la formación de AAA
Posteriormente, propusimos analizar el papel de Rcan1 en el modelo de AAA por 
infusión de AngII. En un análisis histológico de muestras de AAA observamos que aunque 
la expresión de Rcan1 era detectable mediante IHQ e IF en la capa media de la aorta 
en animales Apoe-/- no tratados, su expresión aumentaba notablemente tanto en células 
de la túnica media como de la adventicia en secciones de AAA de ratones infundidos 
con AngII (Fig. 26A-B). El análisis de Rcan1 en extractos  de tejido aórtico mediante 
inmunoblot también mostró un claro incremento de la expresión de Rcan1-4 en tejido de 
AAA comparado con tejido no lesionado de la zona torácica (Fig. 26A inmunoblot). 
Figura 26. La expresión de Rcan1 es inducida en AAA. Ratones Apoe-/- fueron infundidos con AngII (1 
μg/kg/m) durante 28 días. (A) IHQ de Rcan1 (paneles superiores) o con IgG inespecíficas (panel inferior) en 
secciones de aorta abdominal de animales Apoe-/- tratados con salino o con AngII (presentan AAA). Escala, 50 
μm. Inmunoblot de Rcan1-4 con extractos de aorta torácica y del segmento de AAA en ratones Apoe-/-. (B) 
Imágenes representativas de microscopía confocal de IF de Rcan1 y SMA en secciones de aorta abdominal de 
ratones Apoe-/- tratados con salino (paneles superiores) o con AngII (paneles inferiores). Las imágenes son 
proyecciones máximas de una serie completa de planos en z. La unión de los dos canales también se muestra. 
Estas imágenes corresponden a un experimento de 5 realizados en ratones independientes. Escala, 50 μm. 
(C) Imágenes representativas de IHQ e IF de CD3, Mac3, SMA, y vimentina en secciones de AAA de animales 
Apoe-/- tratados con AngII. (D) Inmunoblots de Rcan1 y Tubulina con extractos de tejidos procedentes de 
aorta y corazón de animales Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- (un animal por carril). El dato es representativo de un 
total de 5 animales por grupo.
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El estudio de las células presentes en la capa media y en la adventicia de tejido de AAA 
reveló que, muchas de las células presentes en la adventicia expresaban SMA, expresión que 
estaba restringida a la capa media en tejido control (Fig. 26B). Asimismo, en la adventicia 
también encontramos células positivas para vimentina (fibroblastos), CD3+ (Linfocitos) y 
Mac3+ (macrófagos) (Fig. 26C).Para investigar si Rcan1 está involucrado en la formación 
de aneurismas, establecimos una línea de ratones deficientes en Apoe y Rcan1, mediante 
el cruce de ratones Apoe-/- con ratones Rcan1-/-. Los ratones Apoe-/-Rcan1-/-, como ocurría 
con los ratones Rcan1-/-, no expresaban ninguna de las isoformas de Rcan1, como quedó 
confirmado al analizar mediante inmunoblot su expresión en extractos de aorta y corazón 
(Fig. 26D). Al cabo de un mes de infusión de AngII se observó que mientras que los 
animales Apoe-/- desarrollaban un 89% de AAA en presencia de AngII, con aumento del 
lumen de la aorta y con un remodelado extensivo del vaso, los animales Apoe-/-Rcan1-/- 
eran resistentes a desarrollarlos, presentando lumen y morfología indistinguibles de los de 
los animales no tratados (Fig. 27). 
 
Figura 27. Rcan1 participa en la formación de AAA inducida por AngII. Ratones Apoe-/- y Apoe-
/-Rcan1-/- fueron infundidos con AngII (1 μg/kg/min) durante 28 días. (A) Imágenes representativas de 
aorta completa de ratones tratados con AngII. (B) Imágenes de ultrasonido mostrando el lumen arterial en 
secciones transversales (paneles superiores) y longitudinales (panales inferiores) de la aorta a nivel suprarrenal 
de animales infundidos con AngII. Las líneas amarillas delimitan el lumen arterial. (C) Secciones de aorta 
abdominal teñidas con Tricrómico de Masson. Escala, 100 μm. (D) Diámetros máximos de la aorta abdominal 
suprarrenal medidos en mm en imágenes de secciones transversales al principio y al final del tratamiento con 
AngII. Los triángulos y cuadrados representan animales individuales y medias±SEM, respectivamente. Apoe-
/- (n=16), Apoe-/-Rcan1-/- (n=15). *p<0,05. 
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El estudio longitudinal por ecografía mostraba un aumento significativo del diámetro 
aórtico máximo en los ratones Apoe-/-, mientras que este diámetro presentaba valores 
normales en los Apoe-/-Rcan1-/- (Fig. 27B, D).  A nivel histológico, describimos un complejo 
remodelado de la pared vascular en los ratones Apoe-/- con fibrosis y en ocasiones trombos 
(Fig. 27C). En cambio, las secciones aórticas de los ratones Apoe-/-Rcan-/- mostraban un 
aspecto normal (Fig. 27C). 
3. Papel de Rcan1 en remodelado vascular aterosclerótico
Habiendo observado que Rcan1 regula algunos de los procesos básicos y esenciales 
en la formación de neoíntima en un modelo de restenosis y en el desarrollo de AAA, 
decidimos analizar si Rcan1 también tenía un papel fundamental en aterosclerosis, una 
patología vascular en la que también se produce remodelado masivo de la pared vascular 
y que depende de procesos de migración celular.
3.1. La expresión de Rcan1-4 está inducida en placas  
de aterosclerosis humana y de ratón
Con el fin de analizar si RCAN1 estaba sobreexpresado en lesiones de ateroma, analizamos 
su expresión en lesiones procedentes de aorta coronaria de pacientes intervenidos y la 
comparamos con la de arterias coronarias no dañadas y la de vasos que no desarrollan 
aterosclerosis (arterias mamarias internas). La expresión de la proteína RCAN1-4 estaba 
notablemente aumentada en los vasos lesionados respecto a la observada en las arterias 
no lesionadas o arterias mamarias (Fig. 28A). A pesar de que la expresión de RCAN1-1 
es normalmente constitutiva, sus niveles también parecían estar elevados en arterias 
ateroscleróticas, comparado con las controles (Fig. 28A), si bien las diferencias no eran 
tan marcadas como en el caso de RCAN1-4. Las diferencias observadas a nivel proteico se 
correspondían con el aumento de expresión de ARNm de RCAN1-1 y RCAN1-4 en arterias 
con placas de ateroma (Fig. 28B). 
El análisis mediante IHQ de arterias coronarias humanas con aterosclerosis confirmó 
que la expresión de RCAN1 estaba aumentada comparado con vasos no dañados (Fig. 28C 
paneles a2 y b2 vs D). Además, la tinción de SMA y la de MØ (macrófagos) sugirió que la 
expresión de RCAN1 aumentaba en zonas de la lesión ricas en CMLVs (Fig. 28C panel a1-
a3) o ricas en macrófagos (Fig. 28C panel b1-b3) en ateromas humanos. 
Para determinar si estos resultados podían extrapolarse a lo que ocurre en aterosclerosis 
en modelo de ratón, utilizamos ratones Apoe-/- (Plump et al., 1992; Zhang et al., 1992). 
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Estos animales desarrollan de forma espontánea placas de ateroma y la aparición de estas 
lesiones se acelera cuando son alimentados con dieta rica en colesterol y grasas (high fat 
diet, HFD). Como ocurre con los pacientes que presentan hipercolesterolemia familiar, 
estos ratones desarrollan lesiones en la zona de la válvulas aórticas (Getz and Reardon, 
2012), así como en la zona del cayado aórtico, mientras que la zona torácica es menos 
susceptible a desarrollar estas lesiones. Analizamos la expresión de Rcan1 en válvulas 
aórticas de animales Apoe-/- alimentados durante 6 semanas con HFD o con dieta normal 
y en las de animales silvestres C57BL/6. Observamos que el tejido de válvulas aórticas 
de animales Apoe-/- alimentados con HFD mostraba una tinción de Rcan1 por IHQ muy 
marcada y localizada, sobretodo, en células cercanas a áreas de deposición lipídica. Sin 
embargo, en el caso de tejido de válvulas no lesionadas, la expresión de Rcan1 era menor 
(Fig. 29A, paneles superiores). 
Figura 28. La expresión de RCAN1 en placas de aterosclerosis humana es elevada. (A) Inmunoblot 
de RCAN1 y α-ACTINA en arterias coronarias humanas ateroscleróticas o no y en arteria mamaria interna 
(AMIh). (B) Análisis mediante qPCR de la expresión de RCAN1-1 y RCAN1-4 en tejido aterosclerótico (ATC) y 
no aterosclerótico (No-ATC) de arterias coronarias humanas. Las cantidades de ARNm fueron normalizadas con 
el control endógeno GAPDH (medias±SEM). **p<0,01; ***p<0,001. (C) Imágenes representativas de IHQ 
para SMA, RCAN1 y macrófagos (Mø) en secciones seriadas de arteria coronaria humana con aterosclerosis 
en áreas ricas en CMLVs y falta de macrófagos (paneles de arriba a1-a3) y en zonas ricas en macrófagos con 
poca cantidad de CMLVs (panel b1-b3). Las puntas de flecha señalan la aparente colocalización de RCAN1 con 
CMLVs y macrófagos. Escala, 50 μm. (D) IHQ de RCAN1 en secciones de arteria coronaria humana no dañada 
y de arteria mamaria interna (c1-c2 respectivamente). Las puntas de flechas alargadas señalan lámina elástica 
interna. Escala, 50 μm.
Los mismos resultados se obtuvieron mediante IF, evidenciando que la expresión de 
Rcan1 aumentaba en tejido lesionado con respecto al tejido sano (Fig. 29A, paneles 
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inferiores). Además, la co-IF de Rcan1 con marcadores de tipos celulares, mostró que 
tanto en células endoteliales, como en CMLVs y macrófagos había elevados niveles de 
expresión de Rcan1 (Fig. 29B). El análisis de muestras de cayado aórtico y aorta torácica 
mediante qPCR señaló que había un aumento de la expresión de Rcan1 en animales 
Apoe-/- alimentados con dieta normal respecto a animales silvestres C57BL/6 y que esta 
expresión aumentaba aún más cuando los animales Apoe-/- eran alimentados con HFD 
(Fig. 29C-D). Como ocurría en las muestras de tejido de pacientes, el análisis de expresión 
de proteína reveló que la isoforma Rcan1-4 estaba notablemente aumentada en ratones 
alimentados con HFD con respecto a los controles (Fig. 29C-D). Sin embargo, en este caso, 
la expresión de Rcan1-1 no estaba tan visiblemente elevada como ocurría en humanos.
Figura 29. La expresión de Rcan1 está inducida 
en placas de aterosclerosis de ratón. (A) 
Imágenes representativas de IHQ (paneles superiores) 
y de IF (paneles inferiores) de Rcan1 en secciones de 
válvulas aórticas de ratones Apoe-/- alimentados con 
dieta normal o HFD. Escala, 50 μm. (B) Imágenes 
representativas de co-IF de Rcan1 (rojo), lectina 
(verde), SMA (verde) y Mac3 (verde) en seno aórtico 
lesionado de ratones Apoe-/- alimentados con HFD. 
También se muestran imágenes de todos los canales 
juntos (Merge). Escala, 5 μm. (C-D) Análisis de la 
expresión de Rcan1 mediante qPCR e inmunoblot en 
(C) cayado aórtico y (D) aorta torácica de ratones 
C57BL/6 y Apoe-/- alimentados con dieta normal o 
HFD. La cantidad de ARNm fue normalizada con la 
expresión del control endógeno Hprt1 (medias±SEM). 
Los resultados proceden de la unión de 3 experimentos 
independientes. p*<0,05; p**<0,01. La Tubulina fue 
usada como control de carga.
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Debido a que la presencia de estímulos aterogénicos parecía aumentar la expresión 
de Rcan1 en tejido lesionado y a que en los primeros pasos del desarrollo de la placa 
de ateroma la acumulación de LDL oxidadas (LDLox) es crucial como estímulo iniciador 
de la patología, nos planteamos la posibilidad de que estas partículas pudieran inducir la 
expresión de Rcan1. Para comprobar esta hipótesis, analizamos la expresión de Rcan1 en 
células endoteliales, CMLVs y macrófagos y observamos que su tratamiento con LDLox 
inducía la expresión de ARNm de Rcan1 y de la proteína Rcan1-4, pero no la de Rcan1-1 
(Fig. 30).
Figura 30. LDLox inducen la expresión de Rcan1-4. Análisis de la expresión de Rcan1 mediante qPCR e 
inmunoblot (se muestran experimentos representativos usando Tubulina como control de carga) en (A) CMLVs 
(n=3), (B) Macrófagos peritoneales (n=3) y (C) Células endoteliales (n=6) extraídas de ratones Apoe-/- y 
tratadas con LDLox (50 μg/ml). Las cantidades de ARNm fueron normalizadas con la expresión del control 
endógeno Hprt1 (medias ± SEM). p*<0,05; p**<0,01; ***p<0,001.
3.2. La inactivación genética de Rcan1 disminuye  
el desarrollo de placa de ateroma
Posteriormente investigamos la contribución de Rcan1 al desarrollo de placas de 
ateroma. Para ello, ratones Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- fueron alimentados con HFD durante 
6 semanas. Transcurrido este tiempo, las aortas fueron extraídas y teñidas con Oil 
Red. El análisis en face de esta tinción especifica de lípidos con Oil Red indicó que el 
porcentaje de área de lesión en aorta de ratones Apoe-/-Rcan1-/- era significativamente 
menor que el observado en ratones Apoe-/- (Fig. 31A). Además, el estudio histológico 
de secciones de tejido procedentes de válvulas aórticas y aorta ascendente de estos 
ratones demostró que el área de lesión de los ratones Apoe-/-Rcan1-/- también era 
significativamente menor en estas regiones (Fig. 31B-C). Tanto los ratones Apoe-/- como 
los Apoe-/-Rcan1-/- mostraron incrementos de peso similares después de las 6 semanas 
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de dieta (Fig. 31D), así como concentraciones similares en suero de triglicéridos (TGA), 
colesterol total (CT) y libre (CL), proteína de alta densidad (HDL), y de baja densidad (LDL) 
(Fig. 31E-F).
Figura 31. La ausencia de Rcan1 disminuye el porcentaje de lesión aterogénica. Ratones Apoe-/- y 
Apoe-/-Rcan1-/- fueron alimentados con HFD durante 6 semanas. (A) Imágenes representativas de tinción de 
Oil Red O en aorta torácica y cuantificación del porcentaje de área de lesión en aortas Apoe-/- (n=11) y Apoe-/-
Rcan1-/- (n=18). Cada círculo o cuadrado representa un animal y las barras horizontales representan la media 
(barras largas) y la SEM (barras cortas). (B-C) Tinciones de HE representativas de (B) válvulas aórticas y (C) 
aorta ascendente en la misma cohorte de animales que en A y cuantificación del (B) área de lesión (media 
± SEM) y (C) de la lesión medida como la relación Intima/Media (media ± SEM). Escala, 200 μm. *p<0,05, 
p**<0,001, ***p<0,0001. (D) Incremento de peso en porcentaje (Apoe-/-, n=12; Apoe-/-Rcan1-/-, n=18). 
(E) Concentración de triglicéridos (TGA), colesterol libre (CL) y colesterol total (CT) en estos ratones antes y 
después de la dieta (media ± SEM). (F) Niveles de lipoproteínas de alta densidad (HDL) y de baja densidad 
(LDL) medidos en suero en los mismos ratones que en E. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
El análisis de la tinción de Oil Red en aortas nos permitió obtener información acerca de 
la extensión de las placas, pero carecía de una visión volumétrica o tridimensional de estas 
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lesiones. A pesar de que la estenosis del vaso es el parámetro más definitorio en clínica 
para analizar la efectividad de una terapia, no existía ningún método de cuantificación ex 
vivo que permitiera analizar de forma precisa y rápida el volumen o grosor de las lesiones 
en modelos de ratón. Nosotros diseñamos un método relativamente rápido y preciso para 
cuantificar en 3D las placas de ateroma al que hemos denominado NLO-3D (NonLineal 
Optical 3-Dimensional Method). Para llevar a cabo este método se usaron las mismas 
aortas teñidas con Oil Red utilizadas para el análisis en face. Empleando microscopía 
confocal de dos fotones, generamos imágenes 3D en las que pudimos delimitar la forma 
tridimensional de estas lesiones (Fig. 32A) y calcular el volumen de las placas presentes 
en cayados aórticos completos mediante la detección de la señal del colágeno por la 
generación de segunda harmónica, la señal de la autofluorescencia de la elastina y la 
fluorescencia del Oil Red (más información del método en Anexo III). Los resultados del 
análisis de los cayados aórticos de animales alimentados con HFD durante 6 semanas 
mostraron, que al igual que con el análisis del área, los ratones Apoe-/-Rcan1-/- presentaban 
placas de ateroma de menor volumen que los ratones Apoe-/- (Fig. 32C), sugiriendo así 
que podrían presentar menor grado de estenosis arterial.
Figura 32. Análisis 3D del volumen de las placas de ateroma mediante la técnica NLO-3D. (A) 
Imágenes de la reconstrucción en 3D de cayados aórticos de animales Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- alimentados 
con HFD durante 6 semanas. Color verde, elastina; color rojo, señal del colágeno; color rosa, señal del Oil 
Red. (B) Reconstrucciones 3D resultado del análisis con el software de imagen Imaris de las mismas aortas 
que en A. (C) Cuantificación del volumen de lesión en cayados Apoe-/- (n=7) y Apoe-/-Rcan1-/- (n=7). Cada 
circulo y cuadrado representa un animal y las barras horizontales representan la media (barras largas) y la 
SEM (barras cortas), *p<0,05.
Resultados
90
La composición de la placa es otro de los parámetros relevantes relacionados con el 
grado de desarrollo de la lesión aterosclerótica. De este modo, el análisis del porcentaje 
de macrófagos, CMLVs y del patrón de deposición lipídica se utilizó como criterio para 
analizar el grado de progresión de la lesión. La determinación del contenido de macrófagos 
mediante tinción específica de Mac3 en válvulas aórticas, región en la cual se encuentran 
las lesiones más avanzadas en el modelo de Apoe-/- (Nakashima et al., 1994), mostraba 
que el contenido de macrófagos en las placas Apoe-/-Rcan1-/- era menor que en las del 
grupo control (Fig. 33A). En cambio, el porcentaje de CMLVs (SMA+) era similar en ambos 
genotipos (Fig. 33B). Estos datos indicaban que las placas podían presentaban diferente 
composicion y que, en consecuencia, podrían encontrarse en estadios de progresión 
distintos. El grado de progresión de las placas de ateroma se determinó en base al método 
de Stary (Stary et al., 1994). 
Figura 33. La ausencia de Rcan1 produce placas de aterosclerosis menos avanzadas. (A) 
Cuantificación de macrófagos y CMLVs en las placas de ateroma de secciones de válvulas aórticas de animales 
Apoe-/- (n=11) y Apoe-/-Rcan1-/- (n=18) alimentados con HFD durante 6 semanas. (B) Imágenes representativas 
de Masson, Mac3 (células espumosas), y SMA (CMLVs) en lesiones de válvulas aórticas clasificadas de acuerdo 
con el método de Stary. (C) Clasificación de los ateromas en válvulas aórticas de acuerdo con el método de 
Stary en la misma cohorte de animales Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1+/+ mostrada en la Figura 31.
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Este método, permite clasificar las lesiones en: Placas Tempranas o de Grado I, las cuales 
contienen solo células espumosas (Mac3+); lesiones de Grado II, que contienen células 
espumosas, CMLVs y cristales de colesterol dispersos; Grado III, con células espumosas, 
CMLVs y numerosos acúmulos de cristales de colesterol; y Placas Avanzadas o de Grado 
IV, que contienen células espumosas, CMLVs y un núcleo lipídico (espacio blanco sin señal 
celular dentro de la placa de ateroma) (Fig. 33B). El análisis de las lesiones después de 6 
semanas de dieta mediante este método mostró que el 42% de las placas de los ratones 
Apoe-/- eran de grado IV y solo el 14% de ellas se encontraban en estadios tempranos del 
desarrollo o grado I (Fig. 33C). Por el contrario, el porcentaje de placas de grado IV en 
los ratones deficientes en Rcan1 era del 28% y el 31% de las placas eran de grado I (Fig. 
33C). Estos resultados apoyaban la idea de que Rcan1 jugaba un papel primordial en la 
progresión de la placa de aterosclerosis.
Dado que el grado de estabilidad de las placas es uno de los parámetros esenciales 
en clínica a la hora de decidir realizar o no una intervención quirúrgica, quisimos analizar 
además el posible papel de Rcan1 en la estabilidad de las placas de ateroma. Aunque en el 
modelo de Apoe-/- los animales alimentados con HFD no son propensos a desarrollar placas 
de ateroma inestables (Getz and Reardon, 2012), no podíamos descartar la posibilidad de 
que la ausencia de Rcan1 influyera en su estabilidad. 
Una de las características principales de las placas inestables es la presencia de 
una cápsula fibrosa fina, normalmente acompañada de una reducción en el contenido 
de colágeno. Cuanto más delgada y menos fibrosa esté esta capa que se encuentra 
conteniendo al centro lipídico del ateroma, más propensa es esta lesión a la ruptura 
y por tanto a la formación del trombo. Analizando la extensión (área ocupada por la 
cápsula fibrosa/área de la lesión) y también el grosor (espesor de la capa fibrosa /
espesor de la lesión) de esta cápsula, descubrimos que los ratones deficientes en Rcan1 
presentaban lesiones con cápsulas fibrosas más gruesas y grandes que los controles 
(Fig. 34A-B). Aunque no se encontraron diferencias en el contenido de colágeno que 
las formaba (Fig. 34D), el patrón de deposición lipídica analizado mediante tinción de 
Oil Red, indicaba una menor presencia de lípidos en las válvulas de ratones deficientes 
en Rcan1-/- comparado con las válvulas de los ratones control (Fig. 34C paneles de la 
izquierda). Utilizando una medida de estabilidad de placa, definida como la relación de 
los contenidos de colágeno y lípidos de la placa, observamos que esta medida era más 
elevada en ausencia de Rcan1 (Fig. 34E), lo que indicaba que estos ratones presentaban 
placas más estables. 
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Figura 34. La deficiencia en Rcan1 no disminuye la estabilidad de la placa. (A) Tinciones representativas 
con HE y cuantificación del área de la cápsula fibrosa de las lesiones en las válvulas aórticas de animales Apoe-/- 
(n=25 válvulas) y Apoe-/-Rcan1-/- (n=45 válvulas) alimentados con HFD durante 6 semanas. Los datos se muestran 
en porcentaje relativizados al área de lesión (media±SEM). **p<0,01. Las líneas punteadas finas y gruesas 
denotan respectivamente los límites de la lesión y de la capsula fibrosa (FC). (B) Imágenes de tinción con HE 
de lesiones en válvulas aórticas de la misma cohorte de animales que en A. Los datos son el resultado de medir 
el grosor de la capsula fibrosa (FcT) y el de la lesion (LT) en tres puntos del centro de la placa. Escala, 50 μm. 
Cuantificación normalizada del grosor de la cápsula fibrosa relativa al de la lesión (media±SEM). *p<0,05. (C) 
Imágenes representativas de tinción con Oil Red y Tricrómico de Mason de criosecciones de lesiones en válvulas 
aórticas de la misma cohorte de animales. Escala, 50 μm. (D) Cuantificación de contenido de colágeno en la 
cápsula fibrosa de estas lesiones (media±SEM). (E) Análisis del grado de estabilidad de las placas determinado 
como el cociente entre los contenidos de colágeno y de lípidos en las mismas lesiones (media±SEM). *p<0,05.
La expresión de metaloproteinasas MMP2 y MMP9, otro indicativo de inestabilidad de 
placa debido a su implicación en degradación de matriz extracelular, era idéntica entre 
ratones deficientes o no en Rcan1 (Fig. 35A). Tampoco detectamos en estas lesiones 
evidencias de hemorragias en el interior de las placas (Fig. 35B-D), también marcadores 
potenciales de inestabilidad. En conjunto, nuestros datos indicaban que en ausencia de 
Rcan1 las placas de ateroma eran más pequeñas y mostraban características de menor 
progresión y mayor estabilidad.
Resultados
93
Figura 35: La deficiencia en Rcan1 no modifica la expresión de MMP2 y MMP9 y no induce 
hemorragias intraplaca. (A) Análisis mediante qPCR de la expresión de MMP2 y MMP9 en cayados aórticos 
de animales Apoe-/- (n=12) y Apoe-/-Rcan1-/- (n=14) alimentados con HFD durante 6 semanas. Los resultados 
proceden del pool de 3 experimentos independientes. Las cantidades de ARNm fueron normalizadas con 
la expresión del control endógeno m36B4 (media±SEM). (B-D) IHQ representativas de tinción de Ter119 
(eritrocitos) en válvulas ateroscleróticas de animales Apoe-/-Rcan1-/-. Escala, 200 μm. Las líneas señalan los 
límites de la lesión. (C) Amplificación de la región señalada como 1 en B correspondiente a una región de tejido 
cardiaco fuera de la lesión. Las flechas señalan las células Ter119+. (D) Amplificación de la región señalada 
como 2 en B, correspondiente a una región intraplaca. Escala, 50 μm Las imágenes son representativas de 12 
cortes de válvulas aórticas pertenecientes a 4 ratones Apoe-/- y otros 12 cortes de válvulas pertenecientes a 4 
ratones Apoe-/-Rcan1-/-.
3.3. Funciones de Rcan1 en macrófagos
3.3.1. Rcan1 regula la expresión de CD36 y media la formación  
de células espumosas
Los macrófagos son el tipo celular más abundante en las placas de ateroma (Hansson 
and Hermansson, 2011). Poseen un papel importante en las primeras etapas del desarrollo 
del ateroma debido a su capacidad de captación de LDLox del medio, que les hace 
transformarse en células espumosas. Dado que Rcan1 parecía tener un papel importante 
en el desarrollo de la placa y que su expresión se inducía en macrófagos con LDLox, 
nuestro siguiente propósito fue estudiar el posible papel de Rcan1 en la formación de 
células espumosas. Para ello empleamos macrófagos peritoneales procedentes de animales 
Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- y los expusimos a LDLox o LDL nativas (no modificadas). La tinción 
de Oil Red O de estas células reveló que mientras que los macrófagos procedentes de 
animales Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- captaban de forma similar las LDL nativas (Fig. 36A), el 
porcentaje de macrófagos convertidos a células espumosas por captación de LDLox era 
menor en ausencia de Rcan1 (Fig. 36B). 
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Figura 36. Rcan1 media la captación de LDLox por parte de los macrófagos y la formación de células 
espumosas. (A-B) Macrófagos peritoneales Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- fueron expuestos a (A) LDL nativas o a (B) 
LDLox durante 24 h y posteriormente teñidas con Oil Red. Se muestran imágenes representativas de la tinción 
con Oil Red en células y la cuantificación del porcentaje de células teñidas en tres experimentos independientes 
(media ± SEM). **p<0,01. Escala, 20 μm. (C) Macrófagos peritoneales Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1+/+ cultivados 
en medio solo (control) o con LDLox fueron teñidos con Laurdan. Se muestran imágenes representativas y 
cuantificación del área ocupada por LDLox (puntos rojos) (n=20, media ± SEM). ***p<0,0001. Escala, 10 μm. 
(D) Análisis mediante qPCR de la expresión de CD36  y SR-A en cayado aórtico aterosclerótico de ratones Apoe-
/- (n=12) y Apoe-/-Rcan1-/- (n=13). Los resultados proceden del pool de 3 experimentos independientes (media 
± SEM). Las cantidades de ARNm fueron normalizadas con la expresión de control endógeno m36B4. *p<0,05. 
ns, no significativo. (E) Histogramas de citometría de flujo mostrando la fluorescencia de los macrófagos de los 
diferentes genotipos teñidos con CD36. La cuantificación muestra la mediana de los niveles de fluorescencia de 
3 experimentos independientes (media ± SEM). *p<0,05 (F) Histogramas de citometría de flujo mostrando la 
fluorescencia de los macrófagos de los diferentes genotipos teñidos con SR-A.
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Además de que los macrófagos Rcan1-/- tenían menos capacidad de captar LDLox y 
transformarse en células espumosas, parecía que los que llegaban a ello, presentaban 
menos partículas citoplasmáticas de LDLox por célula que los Rcan1+/+ (Fig. 36B). 
Para analizar de forma más precisa el contenido de LDLox en el interior celular, utilizamos 
la técnica conocida como polarización generada con Laurdan (Laurdan GP) (Sanchez 
et al., 2007; Sanchez et al., 2010). Esta técnica de microscopía confocal proporciona 
información relativa de la cantidad de agua presente en los compartimentos lipídicos de 
la célula. Normalmente, las partículas de LDLox intracelulares se encuentran fuertemente 
empaquetadas y producen un desplazamiento del Laurdan GP a través de las frecuencias 
rojas (Ferretti et al., 2002). Sin embargo, otros compartimentos lipídicos celulares, entre 
los que se incluye las membranas intracelulares, están menos empaquetados y por tanto 
contienen más agua, dando una señal de Laurdan entre el verde y el amarillo (Sanchez 
et al., 2007; Sanchez et al., 2010). Como se muestra en la figura 36C, la presencia de 
LDLox en el citosol de los macrófagos se observa como pequeños puntos de color rojo. La 
cuantificación del área ocupada por las LDLox reveló que, como sugería la tinción de Oil 
Red, los macrófagos Apoe-/- captaban alrededor de 2,5 veces más LDLox por célula que 
los macrófagos Apoe-/-Rcan1-/- (Fig. 36C). 
Los procesos de captación de LDLox y la sucesiva formación de células espumosas 
se producen en macrófagos a través de receptores específicos denominados Receptores 
Scavenger de clase A y B: SR-A y CD36 (Febbraio et al., 2000; Suzuki et al., 1997). Ya 
que Rcan1 parecía estar implicado en los procesos de captación de LDLox, analizamos 
la expresión de estos receptores tanto en macrófagos ex vivo, como en ARN de cayado 
aórtico de animales Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/-. El análisis mediante qPCR del ARNm de 
cayados de animales Apoe-/- mostraba mayores niveles de CD36 que el de cayados de 
animales Apoe-/-Rcan1-/- (Fig. 36D). Sin embargo, no se encontraron diferencias en la 
expresión de SR-A entre genotipos (Fig. 36D). De acuerdo con estos resultados, el 
análisis ex vivo de expresión proteica de estos receptores en macrófagos mediante 
citometría de flujo, reveló que los niveles de CD36, pero no los de SR-A, eran menores 
en los macrófagos Apoe-/-Rcan1-/- (Fig. 36E-F). Para completar estos estudios y aportar 
mayor información a la implicación de Rcan1 en estos procesos, se llevaron a cabo 
experimentos de reconstitución de la expresión de Rcan1 en células deficientes. La 
reexpresión de esta proteína por infección con lentivirus que expresaban Rcan1-1 y 
Rcan1-4 en macrófagos Apoe-/-Rcan1-/- (Fig. 37A), incrementó los niveles de expresión 




Figura 37. La reexpresión de Rcan1 en macrófagos Apoe-/-Rcan1-/- incrementa la expresión de 
CD36 y su capacidad de captación de LDLox. Los macrófagos peritoneales Apoe-/-Rcan-/- fueron infectados 
con lentivirus que codifican para GFP o para Rcan1-1-IRES-GFP (RCAN1-1) y Rcan1-4-IRES-GFP (RCAN1-4). 
(A) Inmunoblot representativo de la expresión de Rcan1 en estas células. (B) Cuantificación normalizada de 
la mediana de los niveles de fluorescencia de CD36 determinada por citometría de flujo en la población de 
células GFP positivas (n=4, media ± SEM). *p<0,05. (C) Imágenes representativas de Laurdan GP. Escala, 
10μm. (D) Cuantificación del área cubierta por LDLox (puntos rojos) en células GFP positivas después de su 
cultivo en presencia de LDLox (n=3, media ± SEM). *p<0,05).
Las alteraciones en la acumulación lipídica que observamos en macrófagos deficientes 
en Rcan1 podían deberse no solo a problemas en la entrada de partículas de LDLox, sino 
también a alteraciones en el reciclado o salida de colesterol de la célula. Para investigar 
si Rcan1 también contribuía a los procesos de salida de colesterol, indujimos la formación 
de células espumosas en macrófagos Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/-mediante la administración 
de LDL acetiladas (LDLac) en presencia de colesterol tritiado (3H-colesterol) y observamos 
nuevamente que las células deficientes en Rcan1 incorporaban menos colesterol (Fig. 
38A). Posteriormente, para promover la salida de colesterol de las células, añadimos 
lipoproteínas de alto peso molecular (HDL) a los cultivos y observamos que los macrófagos 
deficientes en Rcan1 presentaban una capacidad ligeramente más elevada para expulsar 
el colesterol hacia el medio (Fig. 38B). Consistente con estos datos, la expresión de 
los trasportadores ABCA-1 y ABCG-1 encargados de la salida de colesterol, podría ser 
levemente más alta en los macrófagos (Fig. 38C) y en cayados de animales deficientes en 
Rcan1 (Fig. 38D).
Todos estos datos apoyaban que Rcan1 desempeñaba un papel central en los procesos 
de formación de células espumosas por medio de la regulación del receptor CD36 y 




3.3.2. Rcan1 regula la migración de macrófagos inhibida por LDLox
La presencia de macrófagos en las placas de ateroma depende no solo de su 
reclutamiento, sino también de su capacidad para reciclarse y salir de la placa. A 
diferencia de otras patologías inflamatorias en las que existe este reciclaje, en la patología 
aterosclerótica las partículas de LDLox captadas por los macrófagos hacen que estos sean 
menos permisibles al movimiento, por lo que quedarían retenidos en la lesión, favoreciendo 
su progresión (Angeli et al., 2004; Randolph, 2008). Dado que hemos descrito que Rcan1 
es imprescindible para la migración de CMLVs inducida por AngII (Fig. 24) y que otros 
trabajos también han descrito su papel en la migración de otros tipos celulares (Espinosa 
et al., 2009; Iizuka et al., 2004; Minami et al., 2004), nos planteamos que Rcan1 podría 
estar involucrado en la migración de los macrófagos. En primer lugar, determinamos si 
Rcan1 era necesario en la migración de macrófagos frente a un estímulo quimiotáctico. 
Observamos que macrófagos Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- migraban de manera similar en 
respuesta a la proteína quimio-atrayente de monocitos (MCP-1) o a la combinación de 
MCP-1 y FBS (Fig. 39A). Partiendo de que ambos genotipos de macrófagos presentaban 
un mismo comportamiento migratorio ante este estímulo, investigamos si Rcan1 podría 
participar en la migración de macrófagos cargados con LDLox. Para ello, macrófagos 
Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- fueron cargados con LDLox y expuestos a un estímulo quimio-
Figura 38. Rcan1 es un regulador moderado 
de los procesos de salida de colesterol de 
los macrófagos. (A) Gráfica de la acumulación 
de Colesterol 3H en macrófagos peritoneales en 
presencia de LDLac y (B) análisis de la salida de 
colesterol 3H en macrófagos peritoneales cargados 
con LDLac y posteriomente tratados con HDL (100 
μg/ml) durante 24 h. Los datos muestran la media 
± SEM (n=4). *p<0.05, **p<0.01. (C-D) Análisis 
mediante PCR cuantitativa de la expresión de los 
transportadores ABCA y ABCG en (C) macrófagos 
peritoneales (n=4) y en (D) cayados aórticos de 
animales Apoe-/- (n=12) y Apoe-/-Rcan1-/- (n=13) 
alimentados con HFD durante 6 semanas. Los 
datos proceden de un pool de 3 experimentos 
independientes. Las cantidades de ARNm fueron 
normalizadas con la expresión del control endógeno 
m36B4 (media ± SEM).
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atrayente. Observamos que, mientras que los macrófagos Apoe-/- cargados con LDLox 
tenían claramente inhibida su migración hacia el estímulo, la migración de los macrófagos 
Apoe-/-Rcan1-/- apenas se veía afectada por la presencia de LDLox (Fig. 39B-C). 
Figura 39. La inhibición de la migración de macrófagos por LDLox depende de la expresión 
de Rcan1. (A) Macrófagos peritoneales Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- fueron sembrados en la parte superior 
de una membrana porosa de transwell. En la cámara inferior se añadió medio solo (control) o medio 
suplementado con FBS, MCP-1 o FBS + MCP-1. Después de 18 h, las células no migradas fueron limpiadas 
y la membrana fue teñida con Hoechst. La gráfica representa la cuantificación de células migradas en 10 
campos por condición. Los datos se relativizaron al control de células no tratadas (media±SEM; n=4). 
(B) Imágenes representativas de tinción nuclear con Hoescht de las membranas de transwell. Escala, 
100 μm (C) Cuantificación de los macrófagos migrados en 10 campos por condición. Los datos están 
relativizados al control de células no tratadas (media±SEM; n=4). ***p<0.001, **p<0,01. (D) Ratones Apoe-
/- y Apoe-/-Rcan1-/- fueron inoculados intraperitonealmente con tioglicolato y 4h después con una inyección 
intraperitoneal de LPS. En algunos casos, los animales fueron pre-tratados con 50 μg de LDL o LDLox 1 h antes 
de la inyección del LPS. Los macrófagos peritoneales fueron extraídos mediante lavados intraperitoneales y 
contados por citometría de flujo. Los datos son la media de células CD11b+ presentes en los lavados (n=3; 
media ± SEM; **p<0,01). 
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Aunque los ensayos in vivo de migración de células espumosas desde la placa de 
aterosclerosis hacia otras partes del ratón no están muy optimizados, existen aproximaciones 
alternativas para analizar la capacidad inhibidora de migración de las LDLox. Uno de estos 
procedimientos está basado en el reclutamiento de macrófagos a la cavidad peritoneal 
mediante la inoculación de tioglicolato, su tratamiento in situ con LDLox (por inyección 
intraperitoneal) y la inducción posterior de su salida de la cavidad peritoneal mediante 
la inoculación de LPS. Usando este modelo encontramos que la deficiencia en Rcan1 
facilitaba la salida de los macrófagos tratados con LDLox (células espumosas) en cierta 
medida (Fig 33D). De acuerdo con estos estudios, también realizamos ensayos de cierre 
de herida con macrófagos en cultivo y observamos que las LDLox inhibían la migración 
aleatoria de los macrófagos Apoe-/- tratados con MCP-1, pero no la de macrófagos Apoe-/-
Rcan1-/-, como reveló el acúmulo de células que ocupaba la zona denudada (Fig. 40A-B). 
Figura 40. La inhibición de la motilidad de los macrófagos por las partículas de LDLox depende de 
la expresión de Rcan1. Se realizaron experimentos de cierre de herida en monocapas de macrófagos Apoe-
/- o Apoe-/-Rcan1-/- incubando las células después del daño con medio solo (control) o con medio suplementado 
con MCP-1 (100 ng/ml) + 10%FBS y en presencia o ausencia de LDLox (50 μg/ml). La migración de estos 
macrófagos hacia la zona denudada se monitorizó mediante foto-microscopia. (A) Cuantificación de los 
macrófagos migrados en 10 campos por condición mostrada como, número de células relativo al área de la 
herida (media ± SEM). **p<0,01, ***p<0,001. (B) Imágenes representativas de la región de la herida en 
una capa confluente de macrófagos. Escala, 100 μm.
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Todos estos resultados sugirían que Rcan1 no se encuentraba directamente implicado 
en la migración de los macrófagos, si no que parecía mediar la inhibición de la salida de 
estas células de las placas de ateroma promovida por las LDLox.
3.3.3. Papel de Rcan1 en la expansión de los macrófagos
La migración celular es un proceso complejo que implica ciclos de adhesión y separación 
de la célula del sustrato. En ellos la célula se expande formando zonas de contactos focales 
por los que se adhiere al sustrato, y ciclos de ruptura de estos contactos para separarse 
(Stossel, 1994). Con objeto de profundizar en los mecanismos por los que Rcan1 inhibe 
la migración quimiotáctica de macrófagos causada por LDLox, analizamos la expansión 
de macrófagos Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- tras su estimulación con LDLox. La cuantificación 
automátizada de la expansión de los macrófagos reveló que mientras que los macrófagos 
Apoe-/- mostraban formas estrelladas al cabo de 30 minutos de su exposición a LDLox, los 
macrófagos deficientes en Rcan1 mantenían formas redondeadas (Fig. 41), sugiriendo un 
papel mediador de Rcan1 en la expansión de estos macrófagos inducida por LDLox.
Figura 41. Rcan1 regula la expansión de macrófagos inducida por LDLox. Los macrófagos Apoe-/- y 
Apoe-/-Rcan1-/- fueron sembrados en cristales previamente tratados con suero e incubados con LDLox (50 µg/
ml) a 37ºC, fijados, teñidos y fotografiados después de los tiempos indicados. (A) Imágenes representativas 
de fotomicroscopía (Escala, 20 μm) y (B) cuantificación del grado de expansión de las células medido de 
forma automatizada (media ± SEM). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
3.3.4. Papel de Rcan1 en la polarización de macrófagos
La presencia de diferentes poblaciones de macrófagos a lo largo del desarrollo de 
la placa de ateroma es un tema actual de análisis y discusión por muchos grupos de 
investigación. En lesiones humanas de ateroma (Waldo et al., 2008), así como en lesiones 
en ratones deficientes en receptor LDL (Kadl et al., 2010), se han descrito subpoblaciones 
de macrófagos pro-inflamatorios tipo M1 y anti-inflamatorios tipo M2. Aunque ambos tipos 
de macrófagos han sido detectados en las lesiones ateroscleróticas, los macrófagos de tipo 
pro-inflamatorios o M1 parecen ser los más abundantes (Waldo et al., 2008). Dado que las 
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partículas de LDLox inducen la expresión de marcadores pro-inflamatorios (Chase et al., 
2002) y que los macrófagos Apoe-/-Rcan1-/- ingieren de forma menos eficiente partículas 
de LDLox que los macrófagos Apoe-/-, nos planteamos la posibilidad de que las lesiones 
ateroscleróticas de los ratones Apoe-/-Rcan1-/- contuvieran macrófagos con un fenotipo 
distinto al de los macrófagos de los ratones Apoe-/-. Para comprobar nuestra hipótesis, 
analizamos la expresión de marcadores fenotípicos de macrófagos tipo M2, como el 
receptor de manosa (Mrc1) o la IL-10, en ateromas de válvulas aórticas de ratones Apoe-/- 
y Apoe-/-Rcan1-/-. Observamos que la expresión de ambas proteínas estaba aumentada en 
lesiones de animales deficientes en Rcan1 (Fig. 42A-B) y que la expresión de ARNm de IL-
10 también se encontraba aumentada en cayados de animales Apoe-/-Rcan1-/- (Fig. 42C).
Figura 42. La ausencia de Rcan1 aumenta la expresión de marcadores anti-inflamatorios en 
ateromas y en macrófagos peritoneales. (A-B) Inmunofluorescencias representativas de tinción de (A) 
IL-10 y (B) Mrc1 en ateromas de válvulas aórticas de ratones Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- alimentados con HFD 
durante 6 semanas. Escala, 20 μm. (C) Análisis mediante qPCR de la expresión de IL-10 en cayado aórtico 
de animales Apoe-/- (n=12) y Apoe-/-Rcan1-/- (n=13). Los resultados mostrados proceden de un pool de 3 
experimentos independientes. (D) Análisis mediante qPCR de la expresión de IL-10, Mrc1, Mcp-1, y Arg1 en 
macrófagos peritoneales de ratones Apoe-/- y Apoe-/- Rcan1-/-. (E) Presentación antigénica (ovoalbúmina) de 
los macrófagos Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- a las células de hibridoma B3ZT. Los datos son medias±SEM (n=4). 
(F) Número relativo de glóbulos rojos de sangre fagocitados por los macrófagos Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/- 
(medias±SEM; n=4). (G) Análisis mediante qPCR de la expresión de iNos en macrófagos peritoneales y en (H) 
cayado aórtico de animales Apoe-/- y Apoe-/- Rcan1-/-. (C, D y H) Las cantidades de ARNm fueron normalizadas 
con la expresión del control endógeno m36B4 (media±SEM n=3). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Estos resultados nos llevaron a investigar si Rcan1 podría tener un papel regulador 
en la polarización de macrófagos. Para ello utilizamos macrófagos peritoneales extraídos 
de animales Apoe-/- y Apoe-/-Rcan1-/-. Tanto la expresión de Mrc1 como la de IL-10 y la 
de otro marcador de macrófagos anti-inflamatorios, como es Arginasa1 (Arg1), estaban 
significativamente aumentadas en macrófagos Apoe-/-Rcan1-/- (Fig. 42D). Además, los 
macrófagos deficientes en Rcan1 expresaban niveles más bajos de una de las citoquinas 
pro-inflamatorias más importantes en esta patología, Mcp-1 (Fig. 42D). Igualmente, 
mostraban menor capacidad de presentación antigénica (Fig. 42E) y mayor actividad 
fagocítica (Fig. 42F), ambas características de macrófagos con fenotipo anti-inflamatorio. 
Sin embargo, los niveles de expresión de iNos, un marcador pro-inflamatorio, también 
eran elevados en los macrófagos Apoe-/-Rcan1-/- extraídos del peritoneo (Fig. 42G), pero 
no en las lesiones ateroscleróticas (Fig. 42H).
El conjunto de estos resultados apoyaba que la deficiencia en Rcan1 podría incrementar 
la expresión de marcadores anti-inflamatorios.
4. La expresión de Rcan1 en células hematopoyéticas  
es esencial para la progresión de la aterosclerosis,  
pero no para la formación de AAA
Aunque en la mayoría de patologías vasculares se asume que el componente vascular es 
el principal encargado del remodelado, el compartimento hematopoyético también tiene un 
papel fundamental y, de hecho, algunas de estas patologías se consideran como enfermedades 
inflamatorias crónicas. En el caso de la aterosclerosis, todos nuestros resultados nos sugerían 
que el papel de Rcan1 en macrófagos podría ser imprescindible para promover el desarrollo 
de esta enfermedad. Asimismo, en AAA observamos que Rcan1 se expresaba no solo en el 
compartimento vascular, si no también en células inmunes, como macrófagos y linfocitos 
T. Para esclarecer el posible papel de Rcan1 en el compartimento hematopoyético en estas 
patologías nos propusimos realizar modelos de trasplante de médula ósea.
Para ello, irradiamos letalmente ratones Apoe-/- y les trasplantamos médula ósea procedente 
de fémures y tibias de animales Apoe-/- (Rcan1+/+) o Apoe-/-Rcan1-/- (Rcan1-/-). Transcurridos 
2 meses del trasplante, analizamos la eficiencia de la reconstitución de la médula ósea por 
medio del análisis de poblaciones celulares en sangre periférica. Observamos que la falta 
de Rcan1 no causaba diferencias en los porcentajes de las poblaciones sanguíneas (Fig. 
43A-C). Además, el análisis mediante qPCR de la expresión de SRY (gen ubicado en el 
cromosoma Y) (Fig. 43D) y mediante PCR de la expresión de Rcan1 (Fig. 43E) en ADN de 
sangre periférica, mostró una eficiencia de reconstitución cercana al 80%.
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Figura 43. La ausencia de Rcan1 no altera la naturaleza de las poblaciones celulares sanguíneas 
tras el trasplante de médula ósea. (A-C) Análisis de las poblaciones de leucocitos circulantes 4 semanas 
después del trasplante de células de médula ósea de ratones Apoe-/- (Rcan1+/+; n=8) o Apoe-/-Rcan1-/- (Rcan1-
/-; n=8). Los datos proceden de un pool de dos experimentos independientes (media±SEM). (D) Análisis 
mediante qPCR de la expresión de SRY en células de sangre circulante de ratones hembra Apoe-/- trasplantadas 
con médula ósea de machos Apoe-/- (Rcan1+/+) o Apoe-/-Rcan1-/- (Rcan1-/-). (E) Análisis de Rcan1 mediante PCR 
en ADN de muestras de sangre de animales trasplantados con células de Apoe-/- (Rcan1+/+; carriles 1-3) y con 
células Apoe-/-Rcan1-/- (Rcan1-/-; carriles 4-8). Cada carril muestra un animal.
4.1. La expresión de Rcan1 en células hematopoyéticas  
no es necesaria para el desarrollo de AAA
Ya que Rcan1 estaba expresado en la adventicia de tejido de AAA, y ya que en 
esta zona también observamos células hematopoyéticas, investigamos si la expresión 
de Rcan1 en estas células era crítica para la inducción de AAA por AngII. Para ello, 
animales Apoe-/- fueron irradiados letalmente, trasplantados con médula ósea de ratones 
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Apoe-/- (Rcan1+/+) o Apoe-/-Rcan1-/- (Rcan1-/-) y posteriormente tratados con AngII durante 
28 días. Encontramos que no existían diferencias en la formación del AAA entre estos 
grupos, observándose en todos ellos desarrollo de lesiones (Fig. 44). Estos resultados 
sugerían que la expresión de Rcan1 en el compartimento hematopoyético no es esencial 
para la inducción de aneurismas por AngII.
4.2. La expresión de Rcan1 en células hematopoyéticas desempeña un papel 
central en el desarrollo de la aterosclerosis
En el caso de la enfermedad de aterosclerosis, todos los resultados mostrados parecían 
indicar que Rcan1 en células hematopoyéticas, y especialmente en macrófagos, podría 
desempeñar un papel importante en el desarrollo de la aterosclerosis. Por ello, mediante 
trasplante de médula ósea, determinamos si la deficiencia de Rcan1 en células hematopoyéticas 
afectaba al desarrollo de esta enfermedad. Descubrimos que, tras 4 semanas de reconstitución 
medular seguidas de 6 semanas de alimentación con HFD, los animales Rcan1-/- y Rcan1+/+ 
mostraban perfiles similares de ganancia de peso y de concentraciones de TGA, CL, CT, HDL, 
o LDL en suero (Fig. 45A-C). El análisis de la tinción con Oil Red de aorta completa reveló 
que los ratones irradiados y trasplantados con médula ósea de ratones Apoe-/- desarrollaban 
considerablemente menos aterosclerosis que los ratones Apoe-/- no irradiados (Fig 45D vs 
31A), de acuerdo con datos previamente publicados (Nigro et al., 2010). Este mismo análisis 
de aorta completa también reveló que los ratones trasplantados con médula ósea deficiente 
en Rcan1 mostraban una marcada disminución del área de lesión respecto a los trasplantados 
con médula ósea Rcan1+/+ (Fig. 45D). Del mismo modo, el análisis de secciones de tejido de 
aorta ascendente y válvula aórtica teñidas con HE mostraba lesiones significativamente más 
pequeñas en los ratones trasplantados con Rcan1-/-.
En conjunto, estos datos demostraban que la expresión de Rcan1 en el compartimento 
hematopoyético jugaba un papel importante en el desarrollo de aterosclerosis, a diferencia 
de lo que ocurría con el desarrollo de AAA.
Figura 44. La expresión de Rcan1 en células 
hematopoyéticas no es esencial para la formación de 
AAA inducida por AngII. Diámetros abdominales aórticos 
máximos medidos en imágenes tomadas de forma transversal 
en la zona suprarrenal de aortas de animales al principio y al final 
de su tratamiento con AngII. Los rombos representan animales 
individuales y medias±SEM, respectivamente, de animales Apoe-
/- trasplantados con células de médula ósea de Apoe-/- (Rcan1+/+; 
n=6) o Apoe-/-Rcan1-/-(Rcan1-/-; n=6). Las cruces rojas indican 
animales muertos antes del final del experimento.
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Figura 45. El trasplante de células de médula ósea deficientes en Rcan1 confiere resistencia al 
desarrollo de aterosclerosis. Animales Apoe-/- fueron trasplantados con medula ósea de ratones Apoe-/- 
(Rcan1+/+; n=16) o Apoe-/-Rcan1-/- (Rcan1-/-; n=15) y alimentados con HFD durante 6 semanas. (A) Incremento 
de peso; (B) Concentración de triglicéridos (TGA) colesterol libre (CL) y colesterol total (CT) en suero y (C) 
Niveles de lipoproteínas de alta densidad (HDL) y de baja densidad (LDL) en el suero de estos ratones 
antes y después de la dieta (medias±SEM). ***p<0.001. (D) Tinciones representativas de Oil red en aorta 
y cuantificación del área de lesión en ratones Apoe-/- trasplantados con células de médula ósea de ratones 
Rcan1+/+ (n=16) o Rcan1-/- (n=15) después de 6 semanas de HFD. Cada punto denota un ratón y las barras 
horizontales representan la media (barras largas) y la SEM (barras cortas). (E, F) Imágenes representativas 
de HE y cuantificación del área de lesión en (E) secciones de válvulas aórticas y en (F) secciones de aorta 
ascendente (medias±SEM). Escala, 200 μm. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
5. La ausencia de Rcan1 no altera la actividad CN  
en tejido aórtico, CMLVs y macrófagos
Dado que Rcan1 podría actuar como un regulador positivo o negativo de la actividad 
de CN, determinamos el efecto de su ausencia sobre la actividad CN en tejido aórtico 
y en cultivos de CMLVs y macrófagos. Observamos que la falta de Rcan1 no produce 
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cambios significativos en el estatus de desfosforilación de los miembros de NFAT o en su 
localización subcelular, tanto en CMLVs no estimuladas como en las estimuladas con AngII 
o Ionóforo (Fig. 46A-B). La ausencia de Rcan1 tampoco parece afectar a la actividad CN 
medida a través de la desfoforilación de su sustrato RII, ya que tanto los tejidos aórticos 
como las CMLVs de Rcan1-/- y Rcan1+/+ muestran niveles de actividad CN similares (Fig. 
46C). Además el patrón de activación de NFAT in vivo era similar en tejido aórtico de 
Rcan1+/+ y Rcan1-/- (Fig. 46D). 
Figura 46: La falta de Rcan1 no altera la actividad fosfatasa de CN en CMLVs en macrófagos y en 
tejido aórtico. (A) Inmunoblot de NFATc4 y de PSF con extractos de CMLVs tratadas con las dosis de AngII o Io 
indicadas durante 1h. Las puntas de flecha indican los diferentes grados de fosforilación de NFATc4. Se muestra un 
experimento representativo de 3-5 realizados. (B) Imágenes representativas de 4 experimentos independientes 
de IF de NFATc4 realizada sobre CMLVs Rcan1+/+ y Rcan1-/- tratadas o no con AngII (10-6 M) durante 1 h. Escala, 
50 μm. Actividad fosfatasa de CN frente al fosfopéptido RII, medida en (C) extractos de tejido aórtico o de CMLVs 
obtenidas de animales Rcan1+/+ o Rcan1-/-, y en (E) macrófagos peritoneales estimulados o no con LPS (1µM) 
durante 20 min Los valores son la media±SEM de triplicados realizados por cada condición en 4 experimentos 
independientes. (D) Imágenes representativas de análisis de southwestern de 4 experimentos realizados con la 
sonda de NFAT activo en tejido aórtico de ratones Rcan1+/+ y Rcan1-/- tratados durante 14 d con salino o AngII 
mediante minibombas osmóticas. Escala, 50μm. *p<0.05; **p<0.01; n.s, no significativo.
Por otra parte, el ensayo enzimático de la actividad fosfatasa de CN frente al fosfopéptido 
RII en macrófagos peritoneales estimulados o no con LPS demostró que la ausencia 




En conjunto, estos resultados indican que la deficiencia de Rcan1 no afecta 
significativamente a la actividad fosfatasa de CN en los tejidos y células analizados, 
sugiriendo que los efectos de Rcan1 sobre la remodelación patológica de la pared vascular 






El remodelado que sufre la pared arterial es un evento central en procesos patológicos 
como la formación de aneurismas, la restenosis o la aterosclerosis (Pasterkamp et al., 
2000). Este remodelado conlleva principalmente cambios en el tamaño de la capa media, 
que producen la reducción o el incremento del lumen del vaso. 
El control farmacológico de factores de riesgo como la diabetes, la hiperlipidemia, o 
el aumento de la presión arterial (hipertensión) puede ralentizar el desarrollo de algunos 
de estos procesos patológicos como la formación de aneurismas y la aterosclerosis. 
Sin embargo, no existe un tratamiento definitivo que permita prevenir la progresión 
de pequeñas lesiones. En este sentido, el estudio de moléculas y rutas de señalización 
implicadas en procesos de remodelado vascular es necesario para mejorar el conocimiento 
de estas patologías y podría servir para desarrollar tratamientos alternativos preventivos, 
que permitan evitarlas, o para mejorar las terapias actuales.
La ruta CN/NFAT ha sido implicada principalmente en procesos inflamatorios y de 
respuesta inmune. Asimismo, existen muchos estudios encaminados a investigar los 
mecanismos de activación de esta ruta y las implicaciones de su activación en células 
del sistema inmune. Aunque la ruta CN/NFAT también ha sido implicada en algunas 
patologías cardiovasculares, poca es la información relacionada con su función en células 
de la vasculatura.
Mediante el uso de modelos murinos de remodelado de la pared vascular en esta 
tesis hemos demostrado que la proteína Rcan1, molécula regulada por el eje CN/NFAT, 
desempeña un papel esencial en el desarrollo y progresión de patologías como el aneurisma 
abdominal aórtico, la restenosis y la aterosclerosis. 
A diferencia de otros resultados anteriores, en los que evidencian que los mecanismos 
que promueven los procesos de remodelado en la patología de restenosis y AAA son 
diferentes, nosotros demostramos que existen mecanismos de actuación comunes como 
el mediado por CN. La activación de la ruta CN/NFAT por estimulación con AngII induce 
la expresión de la proteína Rcan1-4, que tiene un papel esencial en la migración de 
CMLVs, evento común para el desarrollo y progresión de AAA, restenosis y aterosclerosis. 
Asimismo, en este trabajo también demostramos que RCAN1 tiene un papel clave en 
aterosclerosis como molécula pro-aterogénica, ya que se encuentra inducido tanto en 
lesiones humanas como en las procedentes de ratones y que su deficiencia reduce 
significativamente el desarrollo de placas de ateroma. Además, nuestros resultados 
apuntan a que el papel desempeñado por Rcan1 en AAA y restenosis podría estar 
restringido al compartimento vascular, mientras que en aterosclerosis Rcan1 parece 
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desempeñar un papel fundamental en células hematopoyéticas, ya que el trasplante 
de células de medula ósea Rcan1-/- confiere resistencia a su desarrollo en ratones 
Apoe-/- irradiados. En particular, hemos demostrado que Rcan1 media la expresión de 
CD36 en macrófagos y la formación y migración de células espumosas. También hemos 
demostrado que la falta de Rcan1 promueve la expresión de genes anti-inflamatorios, 
como IL-10 o Mrc1, tanto en macrófagos como en lesiones.
Con estos datos, proponemos que Rcan1 podría ser una diana terapéutica para el 
tratamiento de estas enfermedades.
CN en migración y proliferación de CMLVs
Angiotensina II, uno de los estímulos vasculares más importantes como promotor de 
la migración y proliferación de CMLVs, es capaz de estimular la ruta CN/NFAT en estas 
células.  Hemos mostrado que AngII induce sustancialmente in vivo e in vitro la activación 
de los factores de transcripción NFATs en CMLVs a través del receptor AT1 y que esta 
activación es sensible a la inhibición de CN. Además, hemos demostrado que la CN tiene 
una función esencial en la inducción de la migración de CMLVs por AngII. 
Por otra parte, la AngII ha sido ampliamente estudiada en patologías cardiovasculares y 
se ha mostrado su efecto estimulador en hipertrofia e hiperplasia de CMLVs. Sin embargo, 
hay datos conflictivos respecto al mecanismo de actuación de AngII en estas células y 
sobre su capacidad para activar la proliferación. Aunque algunos grupos han descrito 
que AngII aumenta la síntesis de DNA (Guo et al., 2009; Nagata et al., 2004; Sayeski 
and Ali, 2003; Watanabe et al., 2001), algunos de estos estudios también muestran que 
AngII no incrementa el número de células (Watanabe et al., 2001). A su vez, existen 
estudios de otros grupos de investigación mostrando que AngII no es un buen inductor 
de proliferación en CMLVs (Berk et al., 1989; Geisterfer et al., 1988; Guo et al., 2009; 
Owens, 1989). En consonancia con estos últimos, nuestro estudio muestra que aunque 
AngII induce claramente la migración de CMLVs, sus efectos sobre la proliferación de estas 
células son bastante modestos llegando, en ocasiones, a ser inexistentes. Teniendo en 
cuenta que la estimulación con AngII activa la síntesis de otros factores de crecimiento, 
como pueden ser el PDGF (Naftilan et al., 1989), el ET-1 (Emori et al., 1989; Scott-Burden 
et al., 1991) o el TGF-β (Itoh et al., 1990; Koibuchi et al., 1993), no descartamos que AngII 
pudiera potenciar de forma indirecta la proliferación de CMLVs in vivo. En este sentido, 
sería interesante investigar el posible papel de Rcan1 como mediador de la proliferación 
de CMLVs inducido por AngII in vivo. 
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Rcan1 como mediador de la migración de CMLVs y macrófagos 
cargados con LDLox 
Son muchas las rutas de señalización a través de las que AngII puede actuar después 
de su unión a los receptores de membrana. Entre ellas se incluyen aquellas mediadas 
por diacilglicerol y proteína quinasa C; Janus quinasa 2; la familia de la quinasa Src y 
sus efectores Akt y la proteína quinasa activadora de mitógeno; y las fosfolipasas PLD y 
PLA2, las cuales inducen la producción de especies reactivas de oxígeno. Asimismo, AngII 
también impulsa la formación de inositol-trifosfato (IP3), el consiguiente aumento de Ca2+ 
intracelular y, como consecuencia, la activación de CN. 
Trabajos previos, centrados en el análisis del patrón de expresión génica de CMLVs 
estimuladas con distintos estímulos proliferativos y migratorios como PDGF-ββ o suero, 
demostraron que existía una regulación de un gran número de genes, entre los que 
se encontraban genes dependientes de CN (Lee et al., 2010). Nosotros también hemos 
observado que AngII regula la expresión de >1.500 genes en CMLVs, pero es destacable 
que solo 11 de estos genes son sensibles a CsA. Estos genes son, por ello, candidatos a 
ser regulados por CN, lo que sugiere un alto grado de especificidad en la regulación de la 
expresión génica por CN en respuesta a AngII. Además, nuestros resultados muestran que 
solo uno de estos genes, Rcan1, es fuertemente inhibido por CsA. Los datos obtenidos en 
experimentos in vitro indican que la inducción de Rcan1 por AngII afecta principalmente 
a la isoforma Rcan1-4. Además, mediante el uso de inhibidores farmacológicos de CN 
y el uso de los péptidos lentivirales inhibidores de CN mostramos que, a pesar de las 
numerosas rutas de señalización activadas por AngII, la mediada por CN es esencial para 
la inducción de Rcan1-4 y para la migración de CMLVs.
La importancia de Rcan1 en migración celular ya ha sido anteriormente descrita en 
otros tipos celulares. En este trabajo, además de demostrar que Rcan1 es esencial para 
la migración de CMLVs en respuesta a AngII, también mostramos que Rcan1 regula la 
migración de macrófagos cargados con LDLox. Durante la resolución de la inflamación los 
macrófagos migran desde las zonas de inflamación, donde fagocitan patógenos, toxinas 
o células apoptóticas, hacia el torrente sanguíneo o hacia los nódulos linfáticos (Podrez et 
al., 2000). Sin embargo, los macrófagos cargados de LDLox en la placa de ateroma, no son 
capaces de salir de la lesión después de fagocitar los lípidos y no se produce la resolución 
de la inflamación (Angeli et al., 2004). De hecho, se ha propuesto que la retención de los 
macrófagos en la placa se debe a la incorporación de LDLox (Park et al., 2009). Nuestros 
datos sugieren que Rcan1 podría facilitar que los macrófagos cargados con LDLox se 
queden atrapados en la lesión, ya que Rcan1 aumenta la captación de estas partículas, la 
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expansión firme de estos macrófagos (spreading) y la inhibición de su migración. Si bien 
todos estos datos indican que Rcan1 es un regulador importante de la migración celular, 
habría que estudiar más a fondo los mecanismos implicados para dilucidar cómo Rcan1 
media estos procesos.
Rcan1 en la formación de AAA y de neoíntima
Tanto la proliferación como la migración celular son esenciales en patologías que cursan 
con remodelado de la pared vascular. Sin embargo, los mecanismos precisos por los que 
se producen el crecimiento de la neoíntima o el desarrollo de AAA no han sido claramente 
definidos. En trabajos anteriores se había descrito que AngII exacerba el crecimiento de 
la neoíntima en arterias de ratas dañadas (Schwartz et al., 1995; van Kleef et al., 1996) 
y que este incremento de daño estaba mediado por la acción de Akt (Li et al., 2005). Sin 
embargo, aunque se ha implicado a la ruta CN/NFAT en el crecimiento de la neoíntima 
después de un daño (Liu et al., 2005; Satonaka et al., 2004), nuestro estudio ha sido 
el primero en identificar un nexo entre las acciones de AngII y la ruta CN/NFAT en este 
proceso. Usando el modelo de daño femoral en ratón, hemos mostrado que CsA inhibe no 
solo el remodelado causado por el daño mecánico de la introducción de la guía metálica en 
la arteria, si no también el daño que pronunciadamente se incrementa por el tratamiento 
con AngII. Es destacable que nuestros datos aportan además un mayor conocimiento 
del mecanismo por el que CN media el daño inducido por AngII. Así, la identificación de 
Rcan1-4 como gen activado por AngII y sensible a CsA en CMLVs, junto con los datos de 
que los ratones Rcan1-/- muestran protección ante la formación de neoíntima inducida por 
daño, en presencia o ausencia de AngII, indican que Rcan1 es un mediador clave en el 
remodelado de la pared vascular en el proceso de restenosis.
En el caso de los aneurismas abdominales aórticos inducidos por AngII, aunque de 
nuevo el mecanismo por el que se producen no está bien definido, un estudio reciente ha 
mostrado que la ciclofilina A secretada por las CMLVs media la formación de AAA inducida 
por AngII en ratones Apoe-/- (Satoh et al., 2009). Como se indicó en la introducción, CsA 
se une a ciclofilina A y es este complejo, no ciclofilina por sí sola, el que se une a CN e 
inhibe su actividad (Liu et al., 1991). La inhibición que CsA ejerce sobre el desarrollo 
de AAA podría explicarse por tanto por varios procesos: porque bloquee la secreción 
de ciclofilina A o interfiera en su actividad, o porque inhiba directamente a CN. Dado 
que nuestros resultados muestran que la infección con lentivirus LxVP, el cual inhibe la 
actividad fosfatasa de CN independientemente de ciclofilina A, produce el mismo fenotipo 
que el tratamiento con CsA, proponemos que CsA reduce la formación de aneurismas 
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inhibiendo la actividad fosfatasa de CN. Además, nuestros datos han sido apoyados por 
resultados de estudios recientes en el modelo de formación de AAA en rata por infusión 
de elastasa, en los que se muestra que la administración de CsA en tratamientos cortos 
estabilizaba el crecimiento de AAA (Dai et al., 2011). Si bien resultados previos evidencian 
que los mecanismos implicados en procesos de remodelado en la patología de restenosis 
y AAA son diferentes, nuestros resultados apuntan a la existencia de al menos una ruta de 
actuación común. AngII promueve la migración de CMLVs, lo cual supone un evento crítico 
en el desarrollo y progresión de estas patologías (Casscells, 1992; Curci, 2009; Schwartz, 
1997). Además, AngII activa la expresión de Rcan1-4 en la formación de neoíntima y 
aneurismas. Por lo tanto, es una hipótesis verosímil que la activación de CN por AngII en 
CMLVs induce Rcan1-4 y que esta inducción desempeña un papel esencial en el desarrollo 
de estas patologías vasculares regulando la migración de CMLVs.
Rcan1 como mediador del desarrollo de placa  
de aterosclerosis en humano vs ratón 
Aunque la enfermedad aterosclerótica difiere en varios aspectos entre humanos y 
modelos de ratón, también muestra algunas características críticas comunes. En este 
sentido, nuestros resultados sugieren que RCAN1 puede ser un mediador común en el 
desarrollo de la aterosclerosis en ratones y humanos.  El análisis de la expresión de 
RCAN1 en tejido humano lesionado muestra niveles altos de ambas isoformas sugiriendo 
que las dos podrían estar inducidas. Sin embargo, solo Rcan1-4 parece ser inducido por 
LDLox in vitro en macrófagos, células endoteliales, CMLVs y tejido lesional de ratón. Estos 
resultados podrían indicar que la expresión de RCAN1-1 fuera inducible en muestras 
humanas de ateroma, a pesar de que su expresión se considera normalmente constitutiva. 
Alternativamente, el aumento de los niveles de RCAN1-1 en la placa humana de ateroma 
podría ser debido al reclutamiento de una población de células a la zona de la lesión que 
constitutivamente expresara niveles de RCAN1-1 superiores a los de las células residentes. 
En este caso, el reclutamiento de esa población no se produciría en el modelo de ratón 
o, aunque se produjera el reclutamiento, esas células expresarían niveles de Rcan1-1 
similares a los de las poblaciones residentes. 
Contribución de Rcan1 de distintos compartimentos  
celulares al remodelado vascular
No debería asumirse que las células de la capa media son las únicas células vasculares 
que están participando en el remodelado vascular inducido por AngII. Las células 
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endoteliales, y las células de la adventicia, como leucocitos residentes o fibroblastos, 
también tienen un papel esencial durante el remodelado vascular. De hecho, la adventicia 
ha recibido una especial consideración en los últimos años y, de hecho, se ha propuesto 
que provee a la capa media con células y moléculas capaces de influenciar el remodelado 
vascular (Maiellaro and Taylor, 2007). En particular, se ha observado que durante la 
respuesta a un daño vascular las células residentes en la adventicia (células inmunes y 
fibroblastos) pueden reprogramarse para adaptarse a las características y necesidades de 
ese nuevo ambiente (Maiellaro and Taylor, 2007). Estudios llevados a cabo en modelos 
de restenosis han mostrado que durante este proceso existen cambios importantes tanto 
en el tamaño como en la composición de esta capa (Shi et al., 1996; Wilcox et al., 1996). 
En la patofisiología del AAA se ha descrito que existe un reclutamiento de macrófagos 
hacia la adventicia en los eventos iniciales (Gavrila et al., 2005). Ello desencadena la 
llegada de oleadas de linfocitos y nuevos macrófagos que seguirían infiltrando la pared 
y favoreciendo el desarrollo de la enfermedad (Daugherty et al., 2000). Durante los 
procesos de remodelado vascular, también los fibroblastos se activan y reprograman 
para permanecer en la adventicia como células proliferativas y con características no 
migratorias o para convertirse en miofibroblastos, células fenotípicamente parecidas a 
las de músculo liso vascular (Sartore et al., 2001). Por su parte, durante las mismas 
condiciones de remodelado vascular, las CMLVs de la media muestran características 
estructurales y funcionales parecidas a una célula inmadura y poco diferenciada, que se 
hace difícilmente distinguible de un miofibroblasto (Owens, 1995; Sartore et al., 1999), ya 
que ambas células (miofibroblastos y CMLVs activas) expresan marcadores como SMA y 
SM22 (Sartore et al., 2001). 
En nuestro trabajo mostramos que en los AAA la presencia de NFAT activo y la inducción 
de la expresión de Rcan1 se producen tanto en CMLVs como en endotelio y en células de 
la adventicia. En la adventicia, la expresión de Rcan1 coincide con zonas del aneurisma en 
las que se observan células positivas para vimentina y actina de células musculares (SMA), 
sugiriendo su presencia en fibroblastos, miofibroblastos y/o CMLVs activadas. Asimismo, 
también la observamos en zonas con tinción específica de CD3 y Mac3, lo que indicaría su 
presencia en linfocitos y macrófagos infiltrantes. Estos resultados sugieren que la expresión 
de Rcan1 en estos tipos celulares podría estar relacionada con el desarrollo de AAA. Sin 
embargo, como hemos mostrado, la deleción de Rcan1 en células hematopoyéticas no 
previene la formación de aneurismas inducidos por AngII, lo que indicaría que la expresión 
de Rcan1 en estas células no es esencial para la formación de AAA. Dado que la migración 
de CMLVs inducida por AngII requiere de la presencia de Rcan1 y que este proceso es 
esencial en el remodelado del vaso, proponemos que la expresión de Rcan1 en CMLVs o 
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miofibroblastos podría ser crítica para el remodelado vascular en este modelo. Aun así, 
no excluimos que la expresión de Rcan1 en otras células como endotelio o fibroblastos 
pudiera contribuir también a este remodelado. 
Resulta de especial interés que, aunque la presencia de Rcan1 en células hematopoyéticas 
no sea relevante para el desarrollo de AAA, su expresión en estas células tenga un papel 
fundamental en la progresión de la aterosclerosis.  Es posible que Rcan1 sea relevante 
para que las células hematopoyéticas lleven a cabo alguna función esencial durante el 
desarrollo de la placa de ateroma, que no tenga lugar durante el desarrollo de los otros 
procesos de remodelado de la pared vascular. Uno de estos eventos imprescindibles durante 
el desarrollo de la placa de ateroma es la formación de células espumosas. Dado que este 
evento no es necesario para los aneurismas y que Rcan1 es un mediador central de este 
proceso, proponemos que ese papel relevante de Rcan1 y distintivo entre aterosclerosis y 
aneurisma podría ser precisamente el de la formación de células espumosas.
Por otro lado, la inducción de Rcan1 durante la aterosclerosis no solo tiene lugar en 
macrófagos, sino también en CMLVs y células endoteliales. Dada la relevancia de las 
células endoteliales (Ross, 1999) y de las CMLVs (Libby et al., 2011) en la formación de 
ateromas y del papel de Rcan1 en migración de CMLVs, no podemos descartar que Rcan1 
expresado en CMLVs y células endoteliales desempeñe, al igual que los macrófagos, un 
papel importante en la progresión de la aterosclerosis. Para definir claramente la aportación 
de Rcan1 en cada una de estas poblaciones celulares será necesario generar ratones en los 
que la expresión de Rcan1 pueda delecionarse específicamente en cada una de ellas. Por 
otra parte, aunque la mayor parte de leucocitos que se encuentran tanto en las lesiones 
de ratón como en las humanas son macrófagos, también pueden encontrarse linfocitos, 
neutrófilos y mastocitos (Woollard and Geissmann, 2010). Sería interesante determinar 
si Rcan1 también podría desempeñar un papel pro-aterogénico en estos tipos celulares.
Rcan1 como regulador de fenotipo de macrófagos  
lesionales en aterosclerosis
Nuestros resultados muestran, tanto in vivo como in vitro, que Rcan1 es una molécula 
pro-aterogénica, además de inductora de remodelado vascular en AAA y restenosis. 
Hemos descrito que su deficiencia desactiva mecanismos importantes para el desarrollo 
de la patología aterosclerótica. De esta forma, a través de su capacidad para regular la 
expresión del receptor de LDLox CD36, hemos demostrado que Rcan1 está implicado en 
la captación de estas partículas en macrófagos. También parece regular la emigración 
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de macrófagos fuera de la placa de ateroma. Además, la deficiencia en Rcan1 promueve 
la expresión de marcadores fenotípicos anti-inflamatorios, como IL-10 o Mrc1, tanto en 
macrófagos in vitro como en lesiones. 
Nuestros resultados muestran que en placas de ateroma de animales Apoe-/-Rcan1-/- hay 
poca superficie total teñida con Oil Red, así como bajo contenido en lípidos extracelulares 
en lesiones. Estos resultados son consistentes con los obtenidos in vitro mostrando una 
menor captación de LDLox en ausencia de Rcan1. Notablemente, los macrófagos Apoe-/-
Rcan1-/- y Apoe-/- captan moléculas de LDL nativas de forma similar. Teniendo en cuenta 
que la captación de LDL nativas y modificadas ocurre por diferentes receptores (Greaves 
and Gordon, 2009), nuestros datos nos llevaron a estudiar el papel de Rcan1 en la 
regulación de la expresión o actividad de receptores específicos para LDL modificadas. Así, 
mostramos que en macrófagos deficientes para Rcan1 hay menor expresión del receptor 
CD36, principal receptor en la captación de formas modificadas de LDL (Febbraio et al., 
2000). Asimismo, la  expresión forzada de Rcan1 en células obtenidas de ratones Rcan1-/-
incrementa tanto la expresión de CD36 como la capacidad de formación de células 
espumosas. El reciclaje de colesterol en células cargadas con LDL modificadas también 
se ve incrementado ligeramente en los macrófagos Apoe-/-Rcan1-/-. Sin embargo, los 
niveles de los transportadores implicados en estos procesos no están significativamente 
aumentados ni en células ni en lesiones, por lo que la contribución biológica de Rcan1 a 
la regulación del reciclaje de colesterol es dudosa.  
Nuestros resultados sugieren que Rcan1 podría participar en un ciclo de retroalimentación 
positiva durante la progresión de la aterosclerosis a través de la regulación de las 
características de los macrófagos. Rcan1 mediaría la acumulación de partículas de LDLox 
en macrófagos, lo que inhibiría la salida de células espumosas de la lesión y facilitaría una 
mayor incorporación de LDLox en estas y el reclutamiento de macrófagos adicionales, en 
los que también se induciría la expresión de Rcan1. Este proceso favorecería la formación 
del núcleo necrótico y, por tanto, la progresión de la placa de ateroma. 
La importancia que Rcan1 tiene en los macrófagos lesionales de la placa de aterosclerosis 
no solo radica en la regulación de la formación de células espumosas, si no también 
en su capacidad para regular su fenotipo inflamatorio. La mayoría de los macrófagos 
que se encuentran en placas de ateroma en estadios avanzados muestran un fenotipo 
pro-inflamatorio o tipo M1, sin embargo, en etapas más tempranas es más frecuente 
observar macrófagos con un fenotipo alternativo o tipo M2 (Khallou-Laschet et al., 2010). 
Además, estudios recientes con placas de ateroma avanzadas muestran la presencia de 
macrófagos con un fenotipo que difiere de M1 y M2 y que tienen aumentada su capacidad 
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fagocítica y quimiotáctica (Kadl et al., 2010). El análisis de la distribución de CD163 y 
MRC1 (potenciales marcadores de M2) en placas de ateroma de carótida humana sugiere 
que podría haber al menos tres fenotipos diferentes de macrófagos presentes en las 
placas (Bouhlel et al., 2007). 
Hemos mostrado que, los macrófagos deficientes en Rcan1 adquieren algunos rasgos 
fenotípicos de células anti-inflamatorias. Nuestros resultados muestran expresión elevada 
de IL-10 y Mrc1, sin cambios en la expresión de iNos en lesiones de ratones deficientes 
en Rcan1. Sin embargo, en macrófagos deficientes en Rcan1 hay incremento de iNos 
ex vivo, mientras que el resto de marcadores permanecen con expresiones parecidas 
a lo observado in vivo en placa. Estas diferencias entre ex vivo e in vivo podrían estar 
relacionadas con los protocolos de análisis y extracción. En concreto, para la extracción de 
macrófagos ex vivo se emplea tioglicolato, un estímulo pro-inflamatorio que podría inducir 
la expresión de iNos independientemente de Rcan1.
En estudios previos, se describió que la eliminación de la citoquina anti-inflamatoria 
IL-10 en ratones (IL-10-/-) promovía el desarrollo de la placa de ateroma y que la 
administración de IL-10 por vía intramuscular en estos ratones reducía tanto la extensión 
como la severidad de las placas (Mallat et al., 1999). Asimismo, la administración sistémica 
de IL-10, usando adenovirus en animales deficientes para receptor de LDL (Liu et al., 
2006), o intramuscular en animales Apoe-/- (Yoshioka et al., 2004), inhibía el desarrollo de 
aterosclerosis.
Nuestros resultados sugieren que la ausencia de Rcan1 promovería la presencia 
de macrófagos con propiedades anti-inflamatorias en placa de ateroma, incluyendo 
la expresión elevada de IL10, lo que podría dificultar la progresión de la placa. Por el 
momento no podemos saber si las células productoras de IL-10 detectadas en las lesiones 
de animales Rcan1-/- encajarían dentro del perfil de macrófagos tipo M2 o si se trataría 
de un tipo de macrófagos distinto a los descritos. Los altos niveles de expresión de Mrc1, 
Arginasa-1 y los bajos niveles de Mcp1, así como la elevada actividad fagocítica y la baja 
capacidad de presentación antigénica, son características comunes que comparten con los 
macrófagos de fenotipo M2. Sin embargo, los macrófagos M2 tienen más capacidad de 
captación de LDLox que los M1 (van Tits et al., 2011), lo que no estaría en consonancia 
con nuestros resultados, ya que los macrófagos Apoe-/-Rcan1-/- captan menos LDLox. El 
conjunto de estos resultados sugiere que la falta de Rcan1 promovería la polarización 
de macrófagos hacia un fenotipo diferente al de tipo M1 y M2, y que este fenotipo de 




La función de Rcan1 en remodelado vascular no está 
mediada por cambios en la actividad CN
Nuestros resultados indican que Rcan1 actuaría como promotor o iniciador de las 
patologías vasculares aquí estudiadas. También mostramos que la actividad de CN es 
fundamental para el desarrollo de aneurismas y neoíntima y para la inducción de Rcan1. 
Estos resultados podrían parecer contradictorios porque Rcan1 fue descrito originalmente 
como un regulador negativo de la actividad CN (Davies et al., 2007; Rothermel et al., 
2000). Sin embargo, otros estudios han mostrado que Rcan1 no siempre actúa de esta 
manera y que en ocasiones puede actuar como un inductor de la actividad CN (Kingsbury 
and Cunningham, 2000; Vega et al., 2003b). Este comportamiento dual de Rcan1 podría 
explicarse de varias maneras. Por una parte, la regulación de la actividad CN por Rcan1 
podría depender del tipo celular, del tejido o del estímulo. Por otra parte, Rcan1 podría activar 
o inhibir a CN según el momento específico del desarrollo o de la fase de la enfermedad. 
En este sentido, se ha descrito que modificaciones post-traduccionales de Rcan1, como 
la fosforilación o la ubiquitinación, provocan cambios funcionales en Rcan1, haciendo que 
éste sea o activador de CN/NFAT o inhibidor (Liu et al., 2009; Shin et al., 2011). En 
nuestros resultados observamos que la deficiencia de Rcan1 en CMLVs o en tejido aórtico 
no causa diferencias en la actividad CN, medida por la desfosforilación del péptido RII como 
sustrato de CN. Además, la deficiencia en Rcan1 no afecta a los niveles basales de NFAT 
desfosforilado, a su localización subcelular, a su capacidad de unión al DNA o a cambios en 
estos parámetros, tanto en CMLVs como en las arterias estimuladas con AngII. Asimismo, 
observamos los mismos resultados analizando la actividad calcineurina de macrófagos 
peritoneales, ya que en condiciones basales o de estimulación con lipopolisacarido (LPS), 
la deficiencia de Rcan1 en macrófagos no tiene efectos significativos en la actividad CN.
Por todo esto, nuestros datos sugieren que Rcan1 media la regulación de remodelado 
patológico en AAA, restenosis y aterosclerosis sin interferir en la actividad calcineurina. 
Rcan1 podría regular estas patologías a través de su interacción con otras proteínas. De 
hecho, se ha descrito que Rcan1 interacciona con proteínas importantes en señalización 
y transcripción, como Raf-1 (Cho et al., 2005), 14-3-3 (Abbasi et al., 2006) y una quinasa 
inductora de NFkB (Lee et al., 2008). El estudio del interactoma de Rcan1 en CMLVs y en 
macrófagos podría resultar de utilidad para esclarecer estas cuestiones en el futuro.
Rcan1 como diana terapéutica en remodelado vascular
Esperamos que los estudios descritos en esta tesis puedan proporcionar resultados 
potencialmente importantes para el desarrollo de terapias no quirúrgicas de prevención 
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de restenosis y de inhibición del desarrollo de aterosclerosis y AAA. Cuando se observan 
síntomas claros de oclusión de una arteria, el paciente puede ser intervenido, realizándole 
una angioplastia y, en la mayoría de los casos, la implantación de un stent recubierto. 
Aunque esta técnica ha mejorado notablemente la prevención y el tratamiento de la 
restenosis (Iakovou et al., 2005a), en algunos casos persiste cierto nivel de oclusión 
arterial y el consecuente riesgo para la vida del paciente (Waseda et al., 2009). Algunos 
de estos stent se recubren con fármacos inmunosupresores o agentes citoestáticos, 
pero estos fármacos son relativamente poco específicos (Bhatia et al., 2004; Marx and 
Marks, 2001) y su uso se asocia con un riesgo de trombosis a largo plazo (Iakovou et al., 
2005b). Normalmente, los tratamientos de la aterosclerosis o los AAA van encaminados al 
tratamiento de alteraciones específicas relacionadas con su progresión, como la hipertensión 
arterial, la hipercolesterolemia o la diabetes, pero no existe ningún tratamiento específico 
definitivo para curar estas enfermedades (Chaikof et al., 2009). En el caso de los AAA 
detectados en estadios avanzados, existe la posibilidad de la intervención quirúrgica, pero 
la mortalidad en un periodo de 30 días es del 5% (Sakalihasan et al., 2005). Por todo esto, 
sería conveniente el desarrollo de terapias eficientes que permitan el tratamiento de estas 
enfermedades en estadios tempranos de su desarrollo.
Aunque la inhibición farmacológica de CN con CsA previene la formación de neoíntima 
y el desarrollo de AAA inducida por AngII (descrito en este trabajo) y tiene un papel 
anti-aterogénico (Kockx et al., 2010), el uso de este fármaco en humanos requiere una 
atención especial debido a los severos efectos secundarios que produce, entre los que se 
incluye neurotoxicidad, diabetes, e hipertensión. La CsA afecta a la actividad de CN y, por 
tanto, a todo el amplio espectro de cascadas de señalización regulado por esta fosfatasa. 
Este amplio espectro de actuación podría explicar algunos de los efectos secundarios que 
se observan, incluyendo la toxicidad, ya que solo parte de la toxicidad producida por CsA 
depende de su acción sobre CN (Kiani et al., 2000; Martinez-Martinez and Redondo, 2004). 
Una inhibición más específica de CN se puede alcanzar con los péptidos que interactúan 
con ella, aunque estos péptidos, aun siendo más específicos que CsA, también inhiben 
la actividad fosfatasa de la CN y, por tanto, bloquean su interacción con otros sustratos 
(Aramburu et al., 1999; Martinez-Martinez et al., 2006).
Por lo tanto, la identificación de moléculas efectoras por debajo de la ruta de CN, con 
un espectro de actuación más acotado y, además, comunes en su actuación en varias 
patologías, como es el caso de RCAN1, podría facilitar el desarrollo de terapias basadas 
en la inhibición de su expresión o de su función, que podrían resultar más eficientes, 
prometedoras y con menos efectos deletéreos que el uso de drogas inmunosupresoras. 
Además, el estudio proteico e interactómico de Rcan1 podría servir en el futuro para 
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identificar dianas adicionales de intervención terapéutica. Eventualmente, estas terapias 
podrían servir para inhibir significativamente el desarrollo de estas enfermedades incluso 
antes de la aparición de síntomas clínicos severos. 
Figura 47. Modelo que representa la contribución de Rcan1 en las patologías de restenosis, AAA y 
aterosclerosis. En restenosis y AAA, Rcan1 sería importante en las CMLVs. En estas células, AngII produciría 
aumento de Ca2+ intracelular a través del receptor AT1, que activaría CN y ésta, a su vez, desfosforilaría el 
factor de transcripción NFAT, que se translocaría al núcleo donde induciría la expresión de Rcan1-4. Rcan1-4 
mediaría la migración inducida por AngII en estas células, pero no queda claro su papel en proliferación. En 
aterosclerosis, Rcan1 sería importante en macrófagos, aunque no descartamos su participación también en la 
migración de CMLVs. En macrófagos, la expresión de Rcan1-4 se induciría por estimulación con LDLox. Rcan1 
regularía la expresión del receptor CD36 en macrófagos y la formación de células espumosas, así como la 





En este trabajo de tesis se ha descrito el papel esencial de la ruta AngII/CN/NFAT en los 
procesos de remodelado patológico de la pared vascular. Además, hemos identificado a la 
proteína Rcan1 como molécula mediadora de las patologías de formación de Aneurismas 
Aórticos Abdominales, Restenosis y Aterosclerosis.
Concretamente concluimos que:
1. La estimulación con AngII, activa la ruta CN/NFAT en CMLVs in vitro y en la pared 
vascular.
2. La ruta CN/NFAT media la inducción de migración de las CMLVs por AngII.
3. CN media los procesos de remodelado vascular inducido por AngII en modelos de 
formación de AAA y de crecimiento de neoíntima.
4. La activación de la ruta CN/NFAT es necesaria para la inducción de la expresión de 
Rcan1-4 por AngII.
5. Rcan1-4 es un mediador esencial en la inducción de migración de CMLVs por AngII. 
6. Los ratones deficientes en Rcan1 son resistentes al desarrollo de formación de 
neoíntima y AAA.
7. La expresión de RCAN1 se induce en lesiones ateroscleróticas humanas y de ratón y 
promueve la progresión de la enfermedad en un modelo de aterosclerosis  inducido 
por dieta grasa en ratones.
8. Rcan1 actúa como pro-aterogénico regulando la expresión de CD36, la formación 
de células espumosas, la inhibición de la migración de macrófagos por LDLox y 
promoviendo la expresión de marcadores anti-inflamatorios en macrófagos y en 
lesiones ateroscleróticas.
9. La expresión de Rcan1 en células hematopoyéticas es crítica para la aterogénesis, 
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